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1 UVOD 
 
Kvasovko Saccharomyces cerevisiae se zaradi njene fermentativne zmožnosti in enostavne 
uporabe, tradicionalno že več tisočletij uporablja v prehrambni panogi. V zadnjih desetletjih 
so potencial kvasovke S cerevisiae prepoznali tudi v najrazličnejših industrijskih procesih, 
od proizvodnje bioetanola in biogoriva,  pa vse do proizvodnje kompleksnih molekul, kot so 
rekombinantni proteini in celo cepiv (Hou in sod., 2012). Velika naravna genetska 
variabilnost kvasovk S. cerevisiae omogoča širok spekter uporabe le-teh. Z različnimi 
pristopi genskega inženiringa lahko naravno genetsko variabilnost izkoristimo in 
nadgradimo za pridobivanje industrijsko zanimivih sevov. Predvidevanje industrijsko 
pomembnih fenotipskih in genotipskih lastnosti je običajno zelo zahtevno  (Steensels J. in 
sod., 2014). 
 
Razumevanje povezave med fenotipom in genotipom je glavni cilj genetike danes (Liti in 
Louis, 2012). Velikokrat je za neko fenotipsko lastnost odgovoren en gen in jih označujemo 
kot monogenske lastnosti. Takšne lastnosti pri segregaciji sledijo Mendlovem zakonom 
dedovanja in so s sodobnimi pristopi genetike relativno enostavne za preučevanje. Na mnoge 
ostale lastnosti vpliva večje število genov. Takšne lastnosti označujemo kot poligenske 
lastnosti (tudi kvantitativne ali kompleksne). Poligenske lastnosti zaradi večjega števila 
odgovornih lokusov (QTL – quantitative trait locus) ne sledijo klasičnemu Mendlovem 
dedovanju. Takšne lastnosti so za preučevanje bolj zahtevne. Za razumevanje povezave med 
genotipom in fenotipom pa moramo uporabiti tudi statistične metode (Ho in Zhang, 2014; 
Ehrenreich in sod., 2010). 
 
Industrijsko pomembna lastnost pri kvasovki S. cerevisiae je tudi acidotoleranca, ki je 
poligenska lastnost. Rast v gojišču z nizko vrednostjo pH je zaželena, saj zmanjša možnost 
bakterijske kontaminacije, ugodno vpliva na fermentacijo in produkcijo sekundarnih 
metabolitov (Melo in sod., 2009). Zato smo se odločili, da bi s selekcijo kvasovk in 
križanjem različnih divjih sevov pridobili sev s kombinacijo alelov, ki bi omogočali višji 
fitnes pri  nizkih vrednostih pH. Pri križanju dveh haploidnih kvasovk nastane diploid, ki 
ima genetski material obeh križanih starševskih kvasovk. Diploidne kvasovke ob 
pomanjkanju hranil v okolju sporulirajo, pri čemer pride do mejoze. Med mejozo se deli 
homolognih kromosomov naključno rekombinirajo. Rezultat sporulacije so štiri haploidne 
celice - segregante, ki so si med seboj genetsko različne, saj imajo različno kombinacijo 
alelov starševskih celic (Hong in sod., 2019). S selekcijo kvasovk pri nizkih vrednostih pH 
smo omogočili preživetje le tistih segregant, ki imajo v svojem genomu za acidotoleranco 
ugodno kombinacijo alelov (Ferreira in Noble, 2019). S križanjem različnih divjih sevov 
smo izkoristili naravno genetsko variabilnost ter s tem povečali možne variante ugodnih 
alelov. 
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Cilj magistrske naloge je z iterativnim križanjem različnih sevov kvasovke S. cerevisiae 
pridobiti hibridne seve, ki bodo sposobni rasti pri nižjem pH kot izhodiščni sevi. 
 
Pridobljene seve smo fenotipsko in genotipsko okarakterizirali. Pri delu smo si postavili dve 
delovni hipotezi: 
 
• S križanjem različnih sevov bomo pridobili segregante, ki bodo zmožne rasti pri 
nižjih vrednostih pH kot izhodiščni sevi. 
• Z analizo QTL bomo lahko določili vzročne lokuse za acidotoleranco. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 KVASOVKA SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
 
Kvasovko Saccharomyces cerevisiae umeščamo med enocelične evkarionte, ki spadajo v 
kraljestvo gliv (Fungi), natančneje v deblo askomicet (Ascomycota). Za askomicete je 
značilno, da ob sporulaciji tvorijo spore, ki so združene v askih. Kvasovke S. cerevisiae 
imajo v optimalnih pogojih generacijski čas okoli 90 minut, uspevajo lahko tako v haploidni, 
kot tudi diploidni obliki. Razmnožujejo se nespolno, z brstenjem, ali spolno, z združitvijo 
dveh haploidnih celic nasprotnega paritvenega tipa, kjer lahko nastala diploidna celica 
sporulira, torej vstopi v mejozo (Duina in sod., 2014). Kvasovko S. cerevisiae v naravi, 
zaradi njene velike naravne raznolikosti in možnosti preživetja neugodnih razmer najdemo 
v mnogih okoljih. Prisotna je v zemlji, puščavskih tleh, cvetovih in na listih ter lubju 
predvsem hrastovih dreves (Greig in Leu, 2009). Čeprav kvasovsko S. cerevisiae tesno 
povezujemo z vinarstvom in je v okoljih povezanih z vinarstvom pogosto zastopana, je na 
nepoškodovanih grozdnih jagodah skoraj ne najdemo. Mnogo pogostejša je na 
poškodovanih grozdnih jagodah, kar pomeni, da kvasovka S. cerevisiae zavzema dodatno 
specifično nišo – prebavni trakt insektov, ki se hranijo na poškodovanih grozdnih jagodah. 
Insekti tako predstavljajo vektor za širjenje S. cerevisiae v nove niše. S. cerevisiae so našli 
v prebavnem traktu različnih insektov, kot so ose in vinske mušice (Parapouli in sod., 2020). 
Kvasovka S. cerevisiae je pogosto prisotna tudi v ostalih, s človekom povezanih okoljih, kjer 
se jo uporablja za naravno kisanje ali fermentacijo različnih pijač ter hrane (Liti in sod., 
2015; Greig in Leu, 2009). 
 
Relativno majhna velikost celic kvasovke S. cerevisiae (cca. 5 µm), hitrost rasti, nezahtevni 
pogoji gojenja in preprosta manipulacija genskega materiala (Sherman, 2002) je le nekaj 
razlogov, zakaj je kvasovka S. cerevisiae osrednji modelni mehanizem za študije 
najrazličnejših bioloških procesov, od temeljnih celičnih procesov in vse do kompleksnejših 
interakcij genov in proteinov ter principov genetike, ki jih najdemo tudi med višjimi 
evkarionti (Duina in sod., 2014; Ostergaard in sod., 2000). Velika prednost laboratorijskih 
sevov je tudi zmožnost kontroliranega preklopa med spolnim in nespolnim razmnoževanjem 
(Liti, 2015). 
 
2.2 INDUSTRIJSKI POTENCIAL KVASOVKE SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
 
Kvasovke smo ljudje uporabljali in izkoriščali že mnogo stoletij pred rojstvom genetike in 
molekularne biologije. Tradicionalno se namreč uporabljajo v prehrambne panogi, kjer jih 
zaradi njihove zmožnosti fermentacije sladkorjev v etanol in CO2 izkoriščamo pri pripravi 
najrazličnejših pijač in hrane. Tukaj pa se uporaba kvasovk še ne konča. V zadnjih desetletjih 
so kvasovke s prebojem molekularne biologije in genskega inženiringa postale 
biotehnološko zanimive tudi v industrijski in farmacevtski panogi, saj lahko preko 
manipulacije celičnih poti vplivamo na metabolne pretoke (Dangi in sod., 2017). S 
kvasovkami tako danes v velikih bioreaktorjih proizvajamo bioetanol in različne 
biokemijske produkte, kot so mlečna in jantarna kislina, etilen, resveratrol, valin, itd. (Nandy 
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in Srivastava, 2018). Poleg omenjenih molekul lahko s kvasovko S. cerevisiae proizvajamo 
tudi različne encime, glukagen, serumski albumin, humani inzulin, cepivo proti hepatitisu in 
humanemu papiloma virusu. (Duina in sod., 2014; Ostergaard in sod., 2000; Steensels in 
sod., 2014; Nandy in Srivastava, 2018).  
 
Kot v prehrambni panogi, kjer so se naravno prisotni sevi skozi stoletja križanja in umetne 
evolucije razvili v različne »udomačene« seve, ki imajo za človeka koristen fenotip, je tudi 
v industrijskih pogojih izbira seva ključnega pomena. Četudi lahko z genskim inženiringom 
manipuliramo genom kvasovke tako, da bodo proizvajale želene molekule, mora genetsko 
ozadje seva kvasovke omogočati optimalno rast v posebnih, za kvasovko stresnih pogojih v 
industriji. Med te pogoje štejemo slabšo dostopnost hranil, visoke koncentracije etanola in 
sekundarnih metabolitov, nihanje temperature ter, za našo magistrsko nalogo najbolj 
pomembno, nizke vrednosti pH gojišča (Steensels in sod., 2014; Borneman in sod., 2011; 
Ostergaard in sod., 2000). 
 
2.3 GENETIKA KVASOVKE SACCHAROMYCES CEREVISIAE 
 
Genom kvasovke S. cerevisiae je bil leta 1996 prvi celotno določen genom evkarionta. V 
haploidni celici je več kot 12.000 kbp organiziranih na 16-ih kromosomih, ki so veliki od 
200 do 2.200 kbp. V genomu so določili skupno 6604 potencialnih genov (odprtih bralnih 
okvirjev), od katerih je 5186 potrjenih. Od teh genov je le petina esencialnih za preživetje 
pri normalnih laboratorijskih pogojih (Greig in Leu., 2009). Genom kodira tudi 299 tRNA, 
27 rRNA in 77 snoRNA genov (SGD, 2.2.2020; Goffeau in sod., 1996). Za razliko od 
genomov večceličnih evkariontov je genom S. cerevisiae močno zgoščen, saj se kodirajoči 
geni pojavljajo v povprečju vsaka 2 kbp in predstavljajo 72 odstotkov celotnega genoma. 
Povprečna velikost gena znaša 1,45 kb oziroma 483 kodonov, le majhno število genov (3,8 
%) vsebuje introne (Goffeaun in sod., 1996; Sherman, 2002). 
 
Diploidna celica pri kvasovki nastane z združitvijo dveh haploidnih celic nasprotnega 
paritvenega tipa. Paritveni tip kvasovke je določen z dvema nehomolognima aleloma lokusa 
MAT. To sta lokusa MATa in MATα. Lokus MATα kodira dva proteina: Matα1 in Matα2. 
Matα1 ob konjugaciji s konstitutivno izraženem proteinom Mcm1 aktivira α-specifične gene. 
Med te gene štejemo tiste, ki kodirajo feromone, faktorje α in trans-membranski receptor 
feromona nasprotnega paritvenega tipa, Ste2. Protein Matα2 pa ob vezavi s proteinom Mcm1 
tvori represor, ki zavira izražanje genov, ki so specifični za paritven tip a. Med te spadajo 
geni vključeni v produkcijo faktorja a in trans-membranski receptor Ste3, ki zaznava faktor 
α. Lokus MATa kodira dva odprta bralna okvirja: MATa1 in MATa2. MATa1 je pomemben 
v primeru diploidnih celic, saj ob prisotnosti MATα2 zavira izražanje za haploide specifičnih 
genov in omogoča izražanje genov, ki so specifični za diploide. Biološka funkcija MATa2 
še ni poznana (Haber, 2012). 
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Poznamo dve vrsti sevov: heterotalične in homotalične. Heterotalični sevi tvorijo spore, ki 
imajo stalen paritveni tip, kar za spore homotaličnih sevov ne drži. Pri njih se paritveni tip 
lahko spremeni v nasprotnega med mitotsko delitvijo zaradi delovanja endonukleaze HO, ki 
na specifičnem mestu naredi dvojni lom vijačnice. Lom se s homologno rekombinacijo 
popravi, pri čemer za homologno matrico uporabi neizraženo kaseto lokusa MAT (HMLa ali 
HMLα). Rekombinacija lahko poteče z matrico nasprotnega paritvenega tipa in tako se tudi 
paritveni tip haploidne celice spremeni, kar posledično omogoči nastanek diploida (Haber, 
2012). 
 
2.4 SEVI IN GENETSKA VARIABILNOST KVASOVKE SACCHAROMYCES 
CEREVISIAE 
 
Kvasovke S. cerevisiae predstavljajo raznoliko skupino organizmov, ki med seboj kažejo 
veliko genetsko diverziteto. Izvorov genetskih razlik med sevi in vrstami kvasovk je več. 
Med najpogostejše štejemo spolno razmnoževanje, pri katerem pride do združitve in mešanja 
genetskega materiala dveh staršev; spremembe v zaporedju DNA, med katere štejemo 
točkovne mutacije, insercije in delecije (indeli); spremembe v ploidnosti, kjer pride do 
podvojitve celotnega genoma; transpozone, ki so mobilni genetski elementi, ki z vključitvijo 
v genom povzročajo mutacije ter genetske rekombinacije, pri katerih pride do reorganizacije 
genoma (Liti in sod., 2009; Steensels in sod., 2014). Čeravno se vse naštete spremembe v 
naravi dokazano dogajajo, njihov fenotipski vpliv zavisi od konkretnih okoljskih razmer. V 
splošnem je najpomembnejši proces, ki potencialno vodi do novih sevov, homologna 
rekombinacija kot posledica spolnega razmnoževanja (Dunn in Sherlock, 2008; Steensels in 
sod., 2014).  
 
V smislu prilagajanja na specifične okoljske niše so poleg homologne rekombinacije 
pomembne tudi spontane mutacije. Največ mutacij je nevtralnih ali delecijskih, vendar je 
večina kvasnih celic v naravi diploidne oblike, kjer se heterozigotne mutacije lahko skrijejo 
(Steensels in sod., 2014). Ob sporulaciji, ki poteče pri diploidnih celicah, nastane veliko 
število haploidnih segregant, ki imajo različne kombinacije heterozigotnih alelov iz 
starševskega diploida. Prav zaradi različnih kombinacij alelov se v okoljski niši lahko pojavi 
segreganta s kombinacijo alelov, ki ji omogoča višji fitnes v danem okolju. Segreganta z 
najvišjim fitnesom preraste tako ostale segregante, kot tudi starševske seve. Takšen sev je 
na konkretno okoljsko nišo bolje prilagojen in jo lahko uspešneje zavzame (Mortimer in 
sod., 1994; Mortimer, 2000). 
 
Vrsta S. cerevisiae obsega mnogo sevov, ki se med seboj fenotipsko in genotipsko 
razlikujejo. V genomu te vrste je Liti s sodelavci (2009) identificiral 235.127 polimorfizmov 
posameznega nukleotida in 14.051 insercij oziroma delecij. Z novejšimi tehnologijami 
sekvenciranja in metodami populacijske genomike je evolucijska zgodovina vrste S. 
cerevisiae danes bolj jasna. Na podlagi podobnosti v posameznih nukleotidnih 
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polimorfizmih, insercijah, delecijah in številu ponovitev kratkih zaporedji so določil 5 
glavnih genetsko čistih linij, ki kažejo sorodnost po celotnem genomu in ne kažejo genetske 
mozaičnosti (Liti in sod., 2009). Te linije so naslednje: sake (sevi pri pridelavi japonske 
fermentirane pijače), evropski vinski sevi (Wine European – WE), sevi iz Malezije, Severne 
Amerike (North America – NA) in Zahodne Afrike (West Africa – WA). Genomi ostalih 
naravno prisotnih sevov so sestavljeni iz genomov več različnih čistih linij in so tako bolj 
polimorfni. Nekatere od teh linij sovpadajo z njihovim geografskim poreklom, druge pa so 
razširjenje po širšem okolju (Liti in sod., 2009). Poleg naravno prisotnih sevov kvasovke S. 
cerevisiae poznamo tudi veliko število laboratorijskih in industrijskih sevov, ki so izpeljani 
iz naravnih ter dodatno genetsko modificirani tako, da jih lahko uporabljamo za kloniranje 
in so bolje prilagojeni na razmere v laboratorijih in bioreaktorjih. Ti sevi so navadno 
selekcionirani na stabilen genotip in fenotip (Steensels in sod., 2014; Sherman, 2002). 
 
Najpreprostejša variacija med različnimi sevi kvasovk S. cerevisiae so posamezni 
nukleotidni polimorfizmi (SNP), ki se v genomu v povprečju pojavljajo na vsakih 1000 
nukleotidov (Brookes, 1999). SNP so posledica točkovnih mutacij. Te zamenjave 
posameznih nukleotidov se navadno pojavljajo v nekodirajočih regijah genoma, lahko pa se 
pojavijo tudi v kodirajočih regijah. Točkovne mutacije v kodirajočih delih genoma so lahko 
sinonimne ali ne-sinonimne. V primeru sinonimnih mutacij se aminokislina, ki jo kodira 
kodon, v katerem je prišlo do spremembe, ne spremeni (Shastry, 2009). V tem primeru lahko 
pride zgolj do spremembe v stopnji translacije ali dolgoživosti prepisanih molekul mRNA 
(Robert in Pelletier, 2018). V kolikor pride do zamenjave posameznega nukleotida v 
transkripcijskih regulatornih elementih, ta zamenjava vpliva na izražanje mRNA. V 
primerih, ko se SNP pojavi v kodirajočem zaporedju, lahko vpliva na alternativno 
izrezovanje mRNA, jedrno-citosolni eksport mRNA, pa tudi na stabilnost in translacijo 
molekul mRNA. Do ne-sinonimne mutacije lahko pride tudi v kodirajočem zaporedju. 
Takšen SNP povzroči spremembo aminokisline, kar vpliva na aktivnost samega proteina. V 
primeru uvedbe stop-kodona pa pride do okrnjenega proteina, ki navadno ni funkcionalen 
(Mendell in Dietz, 2001; Nicholson in sod., 2009). 
 
2.5 SPORULACIJA 
 
Diploidne kvasne celice v okolju, ki je z dušikom in fermentativnim ogljikom osiromašeno 
in pod vplivom več drugih faktorjev, zapustijo mitotski cikel. Temu sledi diferenciacija v 
spore, ki vključuje mejotično rekombinacijo (Neiman, 2011). Spore so mirujoče celice, ki 
so zaradi debele in drugačne celične stene bolj odporne na različne okoljske razmere kot 
vegetativne celice (Coluccio in sod., 2008). Spore so bolj rezistentne na vpliv mikrobov, 
visoke temperature in daljša obdobja stradanja kot vegetativne celice (Romano in Suzzi, 
1985; Granot in Snyder, 1991). Prav tako preživijo v prebavnem traktu insektov in tako 
omogočajo razširitev kvasovk S. cerevisiae v nove niše (Coluccio in sod., 2008). 
 
7 
Slokar D. Na rekombinaciji temelječa umetna evolucija kvasovke Saccharomyces. cerevisiae za acidotoleranco. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
 
Tvorba spor vključuje 3 glavne faze. Zgodnja faza se začne, ko celica pod vplivom 
pomanjkanja dušika in fermentativnega vira ogljika v gojišču zapusti mitotski cikel v fazi 
G1 in vstopi v fazo S. Po podvojitvi DNA v profazi poteče homologna rekombinacija (Hong 
in sod., 2019). Homologna rekombinacija je pri sporulaciji v evolucijskem smislu zelo 
pomembna, saj povečuje genetsko raznolikost osebkov (Honigberg, 2016). 
 
Zgodnji fazi sledi srednja faza, pri kateri se štiri polarna vretenasta telesca, prisotna v mejozi 
II, modificirajo tako, da postanejo začetna mesta formiranja novih membranskih 
kompartmentov – prospornih membran. Prosporne membrane se s spremenjenim 
vezikularnim transportom Golgijevega aparata podaljšujejo in obdajajo nastajajoče 
haploidno jedro. V tej fazi vstopijo organeli v citoplazmo med prosporno membrano in jedro. 
Z dokončno kondenzacijo haploidnega jedra in fuzijo koncev prosporne membrane se 
citoplazma hčerinske segregante popolnoma loči od materinske celice. Ostanek materinske 
celice služi kot askus (Neiman, 2011). 
 
V zadnji – pozni fazi sporulacije, ki poteče po fuzij prosporne membrane, spore sintetizirajo 
debelo celično steno, poteče tudi kondenzacija kromatina, kar vpliva na splošno zmanjšanje 
metabolizma v sporah. Proces sporulacije je uravnavan z veliko transkripcijskimi faktorji in 
velja za energetsko zelo potraten proces (Neiman, 2011; Piekarska in sod., 2010). 
 
2.6 MEJOTIČNA REKOMBINACIJA 
 
Mejotična rekombinacija poteka v mejozi med profazo I po podvojitvi kromosomov. 
Rekombinacija poteče med dvema ne-identičnima homolognima kromosomoma in je glavni 
izvor genetske variabilnosti med hčerinskimi celicami. Pri kvasovki S. cerevisiae se 
mejotična rekombinacija prične z vezavo za mejozo specifičnim topoizomerazi podobnim 
proteinom Spo11. Mesta, kjer se veže Spo11, niso naključno razporejena po genomu, ampak 
so locirana na GC bogatih intergenomskih domenah (Hong in sod., 2019). Proteinski 
kompleks Mre11/Rad50/Nbs1 zazna vezan protein Spo11 in v kombinaciji s proteinom 
Sae2, z endonukleazno aktivnostjo proteina Mre11 naredi zarezo v vijačnico, na kateri je 
pritrjen Spo11. Zareza služi kot vstopno mesto za eksonukleazo kratkega dosega Mre11 
(rezanje v smeri 3'-5') in za eksonukleazo daljšega dosega Exo1 (smer rezanja 5'-3').  
Delovanje Mre11 v smeri dvojnega loma vijačnice povzroči odstranitev proteina Spo11 
(Paiano in sod., 2020). Po rezanju ostanejo več kot 500 nukleotidov dolgi 3'-konci 
enoverižne DNA, ki s proteinoma Rad51 in Dcm1 tvorijo nukleoproteinski filament. Naloga 
filamenta je iskanje homologne verige DNA, pri tem pa invadira v ne-sestrsko kromatido. 
Pri invaziji prostega konca prihaja v ne-sestrski kromatidi do izpodrivanja originalne 
vijačnice, kar poznamo kot pojav D-zanke. Po povezavi s homolognim zaporedjem si 
homologni par na drugi vijačnici ne-sestrske kromatide najde enoverižni prosti konec, ki ni 
invadiral v ne-sestrsko kromatido. Polimeraza uporabi donorsko zaporedje ne-sestrske 
kromatide za podaljšanje enoverižnih prostih koncev. Ob zaključku procesa se prosti konci 
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dokončno povežejo s homologno verigo, nastane struktura, ki jo imenujemo Hollidayevo 
križišče (Paiano in sod., 2020; Hong in sod., 2019). Hollidayevo križišče razrešijo resolvaze, 
ki na križiščih naredijo enojni lom vijačnice in ponovno ligacijo, kar je potrebno za razrešitev 
povezane strukture in končanje prekrižanja (Griffiths in sod., 2015). 
 
Pri heterozigotnih diploidnih sevih redukcija dednega materiala pri mejozi omogoča 
povečanje genske variabilnosti pri potomcih, saj je kombinacija alelov v posamezni 
hčerinski celici, zaradi homologne rekombinacije, drugačna kot pri starševskih sevih 
(Steensels in sod., 2014). 
 
2.7 UMETNA EVOLUCIJA IN SELEKCIJA 
 
Križanje dveh različnih haploidnih sevov pripelje do nastanka heterozigotne diploidne 
celice. Ob sporulaciji nastane veliko število haploidnih celic, ki so med seboj genetsko 
različne. Veliko število genetsko različnih osebkov v populaciji je ključno za naslednji korak 
pri evoluciji – selekcijo. Naravno selekcijo kot gonilo evolucije je prvi opisal Charles 
Darwin, ki je v svoji knjigi On the Origin of Species zapisal, da je fitnes osebka odvisen od 
njegove prilagojenosti na dano okolje. V različnih okoljih k višjemu fitnesu pripomorejo 
različne lastnosti, ki pripomorejo k preživetju in boljši reprodukcij organizma (Ferreira in 
Noble, 2019; Cobb in sod., 2013). Višji fitnes je pri mikroorganizmih merjen kot hitrejši 
generacijski čas. Naravna selekcija je tako proces, pri katerem imajo nekateri osebki v 
populaciji, zaradi svojih lastnosti, ki se dedujejo, večjo možnost preživetja kot osebki brez 
dotičnih lastnosti. Takšni osebki so na dano okolje bolje prilagojeni, imajo višji fitnes in so 
pri razmnoževanju bolj uspešni, kar pomeni, da uspešneje prenesejo ugodne gene na svoje 
potomce. S časom se frekvenca ugodnih alelov v populaciji poviša, v primeru dovoljšnega 
časovnega okvira tudi fiksira. Na selekcijo bolje prilagojeni osebki prevladajo (Long in sod., 
2015; Dangi in sod., 2017; Ferreira in Noble, 2019). 
 
Enake principe uporabimo tudi pri umetni selekciji, ki je direkten proces, pri katerem 
genetsko raznoliko populacijo osebkov izpostavimo novemu kontroliranemu 
(selekcijskemu) okolju in pustimo, da se nanj adaptirajo (Long in sod. 2015; Cobb in sod., 
2013). Zaradi selekcijskega okolja se v populaciji redefinira fenotipski optimum, glede na 
povprečni populacijski fenotip. Tako pridobimo subpopulacijo osebkov, ki ima zaradi 
genotipskega ozadja na selekcijo bolj prilagojen fenotip. Ta princip izkoristimo za nadaljnje 
izboljšanje lastnosti sevov (Long in sod., 2015). 
 
Fenotipske lastnosti, dobrodošle v industrijskem okolju, so navadno poligenske. Obstaja 
mnogo načinov izboljševanja sevov kvasovke, med njimi so najpomembnejši klasično 
križanje različnih sevov, fuzija protoplastov, z UV inducirana mutageneza in mutageneza, 
inducirana s stresom. Vsi našteti načini so uspešni za izboljševanje sevov (Dangi in sod., 
2017), v našem delu smo se osredotočili na klasično križanje. 
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Princip klasičnega križanja za namene evolucijskega inženiringa je znan in opisan v različnih 
virih (Arnold, 1997; Cobb, 2013; Wang in sod., 2019; Steensels in sod., 2014; Dangi in sod., 
2017; Parts in sod., 2011). Po križanju dveh različnih haploidnih sevov, ki sta na več mestih 
na genomu heterozigotna, pridobimo diploidno kvasovko, ki vsebuje genom obeh 
starševskih sevov. Po sporulaciji haploidne spore izpostavimo močni selekciji, s katero 
izoliramo kombinacijo alelov v populaciji, ki omogoča najvišji fitnes. Na selekcijo 
najodpornejšo segreganto prve generacije uporabimo za nadaljnje križanje s tretjim 
haploidnim starševskim sevom. Nov pridobljen hibrid zopet sporuliramo, spore izpostavimo 
selekciji in izoliramo najodpornejšo segreganto druge generacije. Ta postopek lahko 
ponovimo večkrat. Na ta način izkoristimo naravno selekcijo za izolacijo ugodnih alelov za 
nadaljnje križanje, izkoristimo tudi diverziteto med sevi za vpeljevanje novih alelov v 
populacijo (Steensels in sod., 2014). S pristopom nadaljnjega križanja le ekstremnega dela 
populacije lahko premaknemo povprečni fitnes populacije potomcev proti bolj ekstremnemu 
(Long in sod., 2015; Steensels in sod., 2014). 
 
2.8 POLIGENSKE LASTNOSTI 
 
Poligenske lastnosti, ki jih imenujemo tudi kvantitativne oziroma kompleksne, so fenotipske 
lastnosti, na katere vpliva večje število genov, ki interagirajo medsebojno in z okoljem 
(Ehrenreich in sod., 2010). Njihov fenotip ni diskreten, saj lahko zavzame katere koli 
vrednosti med dvema ekstremoma. Fenotipska variabilnost takšnih lastnosti je kontinuirano 
razporejena v naravni populaciji in v dovolj veliki populaciji ima razporeditev obliko 
Gaussove krivulje, kjer so povprečne vrednosti najbolj pogosto zastopane, s premikanjem 
proti ekstremnim vrednostim pa njihova frekvenca pada (Griffiths in sod., 2015; Mackay, 
2009). Razlog za kontinuirano variacijo kvantitativnih lastnosti je moč razložiti z genetsko 
kompleksnostjo, ki nastane pri segregaciji alelov na več za lastnost odgovornih alelov. H 
kompleksnosti pripomore še vpliv genskih in okoljskih interakcij (Complex Triat 
Consortium, 2003). Vpliv posameznega alela na lastnost je relativno zelo majhen in odvisen 
od okolja ter genskega ozadja organizma (Mackay in sod., 2009; Liti in Louis, 2012; 
Ehrenreich in sod., 2010). Zaradi omenjenega dedovanje fenotipske poligenske lastnosti ne 
sledijo Mendlovim vzorcem dedovanja (Ehrenreich in sod., 2010). Omenjena genetska 
kompleksnosti povzroča, da lahko več različnih genotipov vodi do enakega fenotipa in enaki 
genotipi izražajo drugačne fenotipe v različnih okoljih. Tako je neopažena neposredna 
povezava med genotipom in fenotipom (Mackay in sod 2009). Zaradi zapletene genske 
arhitekture in povezanosti genov, ki vplivajo na fenotip, pri proučevanju poligenskih 
lastnosti določujemo lokuse kvantitativnih lastnosti (QTL), s katerimi razlagamo 
kompleksne fenotipe (Ehrenreich in sod, 2010; Complex Trait Consortium, 2003). 
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2.8.1 Analiza QTL 
 
Kvantitativna lastnost je tista, ki ima merljivo fenotipsko variacijo, za katero so odgovorni 
genetski (in okoljski) dejavniki. QTL  je genetski lokus, katerega aleli vplivajo na variacijo 
fenotipa (Complex Trait Consortium, 2003). Na fenotip lahko vpliva en QTL ali več njih, ki 
so med seboj in z okoljem močno soodvisni. V primeru skupine več tesno povezanih 
polimorfnih genov je njihovo razmejevanje oteženo in se takšen odsek na genomu smatra 
kot posamezen QTL (Complex Trait Consortium, 2003; Parts in sod., 2011; Long in sod., 
2015). Mapiranje QTL temelji na genetski povezanosti QTL na marker, ki ga lahko 
zaznamo. Najpogostejši molekulski markerji so SNP, polimorfni indeli ter mikrosateliti 
(preproste ponovitve zaporedij). V splošnem ima mapiranje dve stopnji: detekcijo QTL in 
njihovo lokalizacijo. Detekcija je odvisna od jakosti vpliva QTL na preučevan fenotip in 
njegove alelne frekvence v populaciji. Moč lokalizacije pa je odvisna od frekvence 
rekombinacije (Mackay in sod., 2009). 
 
2.8.2 Analiza X-QTL 
 
Za lažje in hitrejše preučevanje kvantitativnih lastnosti je Ehrenreich in sodelavci (2010) 
opisal ekstremno mapiranje QTL (X-QTL), pri katerem za analizo QTL uporabimo 
(ekstremno) veliko število segregant, ki jih izpostavimo selekcijskemu pritisku. Ta pristop 
smo modificirali in uporabili v eksperimentalnem delu te magistrske naloge. 
 
Metoda ima tri glavne korake: po križanju dveh sevov s sporulacijo pripravimo veliko število 
genetsko različnih osebkov. Drugi korak je na selekciji osnovana fenotipizacija. V tem 
koraku pridobimo subpopulacijo segregant, ki kljub selekciji dobro uspevajo in tako izražajo 
ekstremni fenotip. V subpopulaciji tako izberemo osebke z ugodnimi alelnimi 
kombinacijami za določen fenotip. V zadnjem koraku kvantitativno izmerimo frekvence 
alelov v ekstremni populaciji preko celotnega genoma in jih primerjamo s frekvencami 
alelov v populaciji brez selekcijskega pritiska (Ehrenreich in sod., 2010; Parts in sod., 2011). 
Takšen pristop je primeren za analizo QTL, saj je zaradi nadzorovanega okolja poskusa vpliv 
okoljskih dejavnikov zmanjšan (Hallin in sod., 2016).  
 
2.8.3 Sintetični genetski nabor (SGA) 
 
Za namene križanja in pridobivanja velikega števila segregant je v poskusu najbolje 
uporabljati metodo z genetskimi označevalci, ki omogočajo izolacijo haploidov enega 
paritvenega tipa iz množice mešanih segregant. Princip SGA v analizi X-QTL so opisali 
Ehrenreich in sodelavci (2010). Za izolacijo celic določenega paritvenega tipa so vezali 
specifičen promotor za določen paritveni tip z genetskimi označevalci. V primeru 
uporabljenega seva Y7092, ki ima izbrisan gen HIS3, so na MATa-specifični promotor 
STE2pr vezali označevalec SpHIS5, ki izvira iz kvasovke Schizosaccharomyces pombe. 
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Takšno gensko kaseto so nato integrirali v lokus CAN1, kar je povzročilo delecijo gena 
CAN1 in menjavo z gensko kaseto STE2pr-Sp_his5. Gen CAN1 kodira argininsko permeazo, 
ki poleg arginina iz gojišča omogoča privzem kanavanina, za celico toksičnega analoga 
arginina. Podobno omogoča preživetje haploidnih kvasovk tudi delecija gena LYP1, ki 
kodira lizinsko permeazo in omogoča privzem lizinskega analoga tializina, ki je za celico 
prav tako toksičen. 
 
Genotip seva Y7092 je torej nasleden: MATα can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ ura3Δ0 leu2Δ0 
his3Δ1 met15Δ0. Genetski označevalci ura3Δ0 leu2Δ0 in met15Δ0 so posledica izvornega 
seva BY4742 in za SGA niso pomembni. Sev Y7092, ki je paritvenega tipa α in ima izbrisan 
gen HIS3, pri križanju s sevom nasprotnega paritvenega tipa in po sporulaciji omogoča 
izolacijo haploidnih celic paritvenega tipa a. Diploidne celice in haploidne celice paritvenega 
tipa α zaradi izbrisanega gena HIS3 v selekcijskem gojišču brez histidina ne morejo rasti. 
Rast je v takšnem gojišču omogočena le celicam paritvenega tipa a, saj se le tem pod MATa-
specifičnim promotorjem STE2pr izraža gen Sp_HIS5. Označevalca can1Δ in lyp1Δ 
preprečujeta privzem kanavanina in tializina iz gojišča, kar predstavlja dodatno selekcijo za 
haploidne celice (Tong in Boone, 2006). 
 
V selekcijskem gojišču za izolacijo haplodnih kvasovk paritvenega tipa a, ki so mu dodane 
vse aminokisline razen histidina, arginina in lizina ter z dodanima kanavaninom in 
tializinom, tako preživijo le haploidne celice, ki imajo naslednji genotip: MATa 
can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ his3Δ. 
 
Izolirane haploidne celice paritvenega tipa a lahko uporabljamo za nadaljnje križanje z 
naslednjimi haploidnimi celicami paritvenega tipa α. 
 
2.9 ACIDOTOLERANCA KVASOVKE SACCHAROMYCES CEREVISIE 
 
Kislina je po definiciji molekula, ki odda vodikov ion, imenovan proton. Močnejše kisline 
bolje oddajajo svoje protone, ki lahko reagirajo z drugimi molekulami. Primer močne kisline 
je klorovodikova kislina, ki ob stiku z vodo skoraj popolnoma reagira in odda večino svojih 
protonov (McMurray, 2008). Lestvica za določanje kislosti raztopine je pH lestvica, pri 
kateri je vrednost 7 nevtralni pH, pri višjih vrednostih je raztopina bolj bazična, pri nižjih pa 
bolj kisla. pH je definiran kot negativni desetiški logaritem koncentracije aktivnih vodikovih 
ionov v vodi (Orij in sod., 2011). Pri nižjih vrednostih pH je koncentracija protonov višja in 
obratno. 
 
Nizke vrednosti pH v okolju za kvasovko predstavlja stres, saj vpliva na celični metabolizem 
kvasovk, zmanjša njihovo viabilnost, rast in fermentativne zmožnosti (Melo in sod., 2009). 
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Vzdrževanje in kontroliranje citosolnega in organelnega pH v celicah je ključno za njihovo 
normalno fiziologijo in preživetje. Skoraj vsi proteini in encimi imajo določeno optimalno 
vrednost pH delovanja, protonacija ene od bazičnih ostankov aminokislin v aktivnem mestu 
encima pa lahko spremeni afiniteto do substrata in s tem vpliva na potek reakcij. Prav tako 
pH vpliva na zvijanje in strukturo proteinov, ob zelo nizkih vrednostih pH pa privede do 
denaturacije. Večina interakcij proteinov z drugimi molekulami je prav tako odvisna od pH. 
Poleg proteinov vrednost pH vpliva tudi na polarne glave fosfolipidov, ki so ključni del 
celične membrane. S protonacijo in deprotonacijo fosfolipidov se spreminja prevodnost 
membrane in njena električna nabitost, kar vpliva na številne procese (Orij in sod., 2011). 
Vzdrževanje protonskega gradienta preko celične membrane je pomembno tudi zaradi 
transporta hranil. Maltoza ter aminokisline se v celico transportirajo skupaj s protoni, saj je 
protonski gradient gonilna sila transporta (Imai in Ohno, 1995; Brandao in sod., 2014). 
 
2.9.1 Uravnavanje znotrajceličnega pH 
 
Celice kvasovk na tri načine vzdržujejo nevtralne vrednosti pH v citosolu. To so črpalke, 
transporterji in pufri. Najpomembnejši pufer v celici je fosfatni pufer. Glavna molekula 
fosfatnega pufra je anorganski fosfat. K celotni puferski kapaciteti citosola pripomorejo tudi 
raztopljeni proteini, ki s svojimi aminskimi in karboksilnimi konci vplivajo na koncentracijo 
prostih protonov (Orij in sod., 2011; Melo in sod., 2009). Glavni in najpomembnejši sistem 
za vzdrževanje homeostaze koncentracije prostih protonov v celici so protonske črpalke, ki 
uporabljajo energijo ATP za transport protonov v nasprotni smeri koncentracijskega 
gradienta. Na celični membrani so črpalke Pma1, ki črpajo protone iz citosola. Pma1 je 
protonska ATPaza tipa P in spada v isto proteinsko družino kot Na+/K+ ATPaza ter velja za 
najpomembnejši element v vzdrževanju citosolnega pH. Delne mutacije gena PMA1 pri 
celici povzročijo zmanjšano rast, v kislem okolju pa so mutacije letalne. Na membranah, ki 
obdajajo organele, najdemo V-ATPaze, ki protone črpajo iz citosola v organele in tako 
zakisujejo vakuolo, lizosome, endosome in Golgijev aparat. Aktivnost obeh črpalk je 
odvisna od vrednosti pH in koncentracije glukoze v okolju (Kane, 2016). 
 
2.9.2 Odziv na pH stres 
 
Naravni izolati kvasovk S. cerevisiae lahko uspevajo v območju med vrednostima pH 2,5 in 
8,5. Med pH 3,0 in 7,5 ostaja citosolni pH skoraj nespremenjen (Orij in sod., 2011). Ob stiku 
z okoljem z nizkim pH, se kvasovke odzovejo na več načinov. Spremeni se membranska 
prevodnost za protone, ojača se transport protonov iz celice in spremeni se izražanje genov 
(Brandao in sod., 2014). Prav tako se zniža vrednost pH v vakuoli, kar je posledica transporta 
protonov iz citosola v vakuolo (Carmelo in sod., 1996). Spremenjeno se izražajo številni 
geni povezani s celično morfologijo, biogenezo celične stene in splošnim odzivom na stres. 
Aktivirajo se popravljalni mehanizmi poškodb DNA, oksidativnih poškodb, povišano je 
izražanje proteinov toplotnega šoka in mehanizmov, udeleženih v osmotski stres (Melo in 
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sod., 2009). Dosedanje študije so pokazale, da so v odziv na pH stres vpletene tudi proteinske 
kinaze C, ki aktivirajo različne biokemijske poti. Na acidotoleranco naj bi vplivala tudi 
koncentracija natrijevih in kalcijevih ionov (Brandao in sod., 2014; Orij in sod., 2011).  
 
2.10 ITERATIVNO KRIŽANJE 
 
Izraz iteracija je v matematiki in računalništvu znan kot ponavljanje procesa ali operacije do 
izpolnitve pogoja (Tavzes in sod., 2002). Pri našem delu smo princip iteracije posvojili in ga 
uporabili tako, da smo za ponavljanje procesa vpeljali križanje dveh sevov ter sledečo 
selekcijo segregant. Najbolj odporno segreganto smo uporabili za naslednjo iteracijo – 
križanje in selekcijo. Vsaka ponovitev je bila tako svoja iteracija, njen izid pa je bil začetek 
nove iteracije. Uporaba te metode je primerna za razvoj novih sevov z želenimi fenotipskimi 
lastnostmi, saj kombinira lastnosti več starševskih kvasnih sevov, s pomočjo umetne 
evolucije omogoči tudi hitrejšo adaptacijo sevov na selekcijske razmere (Peris in sod., 2020). 
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3. MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Mikroorganizmi 
 
Pri delu smo uporabili seve, shranjene v zbirki raziskovalne skupine prof. dr. Uroša 
Petroviča na Institutu »Jožef Stefan«. Za našo raziskovalno nalogo smo za namene SGA kot 
prvi starševski sev uporabili sev Y7092. Ostale v Preglednici 1 navedene seve smo najprej 
fenotipsko okarakterizirali, jih razvrstili glede na njihovo acidotolerantnost in jih v 
določenem vrstnem redu (gl. spodaj) križali. 
 
Preglednica 1: Uporabljeni izhodiščni sevi 
Sev Opis Vir 
WE 
Wine European – evropski 
vinski sev 
Liti in sod., 2009 
RM11 
Naravni izolat iz 
Kalifornijskega vinograda 
Brem in sod., 2002 
FY4 
Izogen sev S288c, 
laboratorijski sev 
Mortimer in Johnston, 
1986 
WA West Africa Liti in sod., 2009 
NA North America Liti in sod., 2009 
Y7092 
Sev za SGA analizo, 
potomec seva BY 
Tong in Boone, 2007 
AWRI Avstralski vinski sev 
Borneman in sod., 
2008 
SAKE 
Sev uporabljen pri izdelavi 
alkoholne pijače sake 
Liti in sod., 2009 
W303 Laboratorijski sev Ralser in sod., 2012 
 
 
3.1.2 Začetni oligonukleotidi 
 
Preglednica 2: Uporabljeni začetni oligonukleotidi 
Oznaka Zaporedje 
HIS3del_f 
AAGAATATACTAAAAAATGAGCAGGCAAGATAAACGAAGGCAAAGTGACA
CCGATTATTTAAAGCTGCAGCATACGATATATATACATGT 
HIS3del_r 
ACATGTATATATATCGTATGCTGCAGCTTTAAATAATCGGTGTCACTTTGCCT
TCGTTTATCTTGCCTGCTCATTTTTTAGTATATTCTT 
UP_HIS3_2F GCATTAGTCAGGGAAGTCAT 
DN_HIS3_2R GAGGAACATAACCATTCTCG 
MAT_R AGTCACATCAAGATCGTTTATGG 
MATalfa_F GCACGGAATATGGGACTACTTCG 
MATa_F ACTCCACTTCAAGTAAGAGTTTG 
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3.1.3 Plazmida 
 
Preglednica 3: Uporabljena plazmida 
Oznaka Vir 
p426-SNR52p-gRNA.CAN1.Y-SUP4t Addgene #43803 (Priloga A) 
p414-TEF1p-Cas9-CYC1t Addgene #43802 (Priloga B) 
 
3.1.4 Kemikalije 
 
Preglednica 4: Uporabljene kemikalije in njihovi proizvajalci 
Kemikalija Proizvajalec Kemikalija Proizvajalec 
Absolutni etanol Carlo Erba Metionin Acros organics 
Adenin Şigma MgCl2 Thermo Fischer 
Agar Sigma Voda MQ Merck Millipore 
Agaroza Sigma K2HPO4 Fuka 
Alanin Sigma NaCl Carlo Erba 
Arginin Sigma KH2PO4 Sigma 
Asparagin Sigma 
Nanašalni pufer za 
elektroforezo 
Thermo Fischer 
Aspartat Sigma NaOH Merck 
Cistein Sigma PEG 3350 Sigma 
dH2O Merck Millipore Pepton Sigma 
DNA barvilo Midori Prolin Sigma 
dNTP Thermo Fischer Pufer za polimerazo Taq New England BioLabs 
Fenilalanin Serva S-AEC (tializin) Sigma 
Glicerol Carlo Erba Serin Sigma 
Glicin Serva ssDNA Sigma 
Glukoza Fluka 
Standardna lestvica za 
elektroforezo 1 kbp 
Thermo Fischer  
Glutamin Serva Tirozin Sigma 
Glutaminska kislina Sigma Treonin Sigma 
HCl Applichem Triptofan Sigma 
Adenin emisulfat Sigma Tripton Sigma 
Histidin Sigma Uracil Sigma 
Inozitol Sigma Valin Sigma 
Izolevcin Sigma YNB Formedium 
Izopropanol Carlo Erba Litikaza Sigma 
Kalijev acetat Sigma RNAza New England BioLabs 
Kanavanin Sigma Voda brez nukleaz Qiagen 
Kvasni ekstakt Sigma 
Reagenti iz kompleta za 
izolacijo genomske 
DNA 
Biosearch Technologies 
Levcin Sigma EDTA Serva 
Litijev acetat Sigma Tris Serva 
Lizin Sigma CH3COOH Carlo Erba 
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3.1.5 Gojišča 
 
Preglednica 5: Uporabljena gojišča in njihova priprava 
Gojišče Priprava 
HS – tekoče 
6,7 g YNB, 2 g HS Drop Out Mix, do 950 mL MQ. 
Po avtoklaviranju dodamo 50 mL sterilno 
prefiltrirane 40-odstotne glukoze, 0,6 mL 
kanavanina (100 mg/mL) in 0,6 mL tializina (100 
mg/mL) 
HS – trdno 
6,7 g YNB, 2 g HS Drop Out Mix, do 100 mL MQ. 
Po avtoklaviranju dodamo 850 mL sterilnega, na 55 
°C ogretega 2,35-odstotnega agarja, 50 mL sterilno 
prefiltrirane 40-odstotne glukoze, 0,6 mL 
kanavanina (100 mg/mL) in 0,6 mL tializina (100 
mg/mL) 
HS z umerjeno vrednostjo pH – tekoče 
6,7 g YNB, 2 g HS Drop Out Mix, do 100 mL MQ. 
Po avtoklaviranju dodamo 850 mL sterilnega 
fosfatnega pufra, 50 mL sterilno prefiltrirane 40-
odstotne glukoze, 0,6 mL kanavanina (100 mg/mL), 
0,6 mL tializina (100 mg/mL). Vrednost pH gojišča 
umerimo z 1-molarno klorovodikovo kislino 
HS z umerjeno vrednostjo pH – trdno 
6,7 g YNB, 2 g HS Drop Out Mix, do 100 mL MQ. 
Po avtoklaviranju dodamo 50 mL sterilno 
prefiltrirane 40-odstotne glukoze, 0,6 mL 
kanavanina (100 mg/mL), 0,6 mL tializina (100 
mg/mL), 450 mL 2 x fosfatnega pufra. Vrednost pH 
gojišču umerimo z 1-molarno klorovodikovo 
kislino.  Dodamo 400 mL na 55 °C ogret 4-odstotni 
agar 
Spo++ 
0,5 g kvasni ekstrakt, 3 g kalijev acetat, do 200 mL 
dH2O. Po avtoklaviranju dodamo 1,25 mL sterilno 
prefiltrirane 40-odstotne glukoze in 20 mL 10 x AA 
Stock 
YP 2 % KAc 
10 g kvasni ekstrakt, 20 g pepton, do 900 mL dH2O. 
Po avtoklaviranju dodamo 100 mL 20-odstotnega 
sterilno prefiltriranega kalijevega acetata 
YPD 
10 g kvasni ekstrakt, 20 g pepton, 20 g glukoza, do 
1 L dH2O 
YPD z umerjeno vrednostjo pH 
10 g kvasni ekstrakt, 20 g pepton, 20 g glukoza, do 
1 L fosfatni pufer. Vrednost pH gojišča umerimo z 
1-molarno klorovodikovo kislino 
 
Vsa gojišča smo avtoklavirali 15 min pri 121 °C. Po avtoklaviranju smo trdna gojišča pred 
razlivanjem v sterilne petrijevke v vodni kopeli ohladili na 55 °C. Vsa gojišča, razen YPD 
in YP 2 % KAc, smo hranili do uporabe v hladilniku pri 4 °C. 
Ob uporabi antibiotikov smo le-te dodali po avtoklaviranju v vsaj na 55 °C ohlajena 
gojišča in jih do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C. 
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3.1.6 Antibiotiki 
 
Preglednica 6: Uporabljeni antibiotiki in njihove koncentracije 
Antibiotik – Proizvajalec Založna koncentracija Delovna koncentracija 
Geneticin (G418) – Thermo Fischer 50 mg/mL 0,5 mg/mL 
cNAT – Jena Bioscience 100 mg/mL 0,1 mg/mL 
 
3.1.7 Encimi 
 
Preglednica 7: Uporabljeni encimi in njihovi proizvajalci 
Encim Proizvajalec 
Litikaza Sigma 
Polimeraza Taq Thermo Fischer 
RNAza Thermo Fischer 
 
3.1.8 Pufri in raztopine 
 
Preglednica 8: Pufri in raztopine ter njihova priprava 
Pufri in raztopine Priprava 
1 M HCl 3,65 mL HCL, do 100 mL MQ 
1 M litijev acetat 6,6 g litijev acetat, do 100 mL dH2O 
10 x AA Stock 
40 mg adenin hemisulfat, 40 mg uracil, 40 mg tirozin, 20 
mg histidin, 20 mg levcin, 20 mg lizin, 20 mg triptofan, 20 
mg metionin, 20 mg arginin, 100 mg fenilalanin, 250 mg 
treonin, do 100 mL MQ. Avtoklaviramo 
2 X fosfatni pufer 12,9 g Na2HPO4, 6,8 g NaH2PO4, do 1 L MQ 
20-odstotni kalijev acetat 20 g kalijevev acetat, do 100 mL dH2O 
20 mM NaOH 0,08 g NaOH, do 100 mL dH2O 
25 mM MgCl2 0,024 g MgCl2, do 10 mL MQ 
30-odstotni glicerol 30 g glicerol, do 100 mL dH2O 
40-odstotni glukoza 40 g glukoza, do 100 mL dH2O 
50-odstotni PEG 3350 50 g PEG, do 100 mL dH2O 
70-odstotni etanol 70 mL absolutni etanol, do 1 L dH2O 
Fosfatni pufer 8,95 g K2HPO4, 3,4 g KH2PO4, do 1 L MQ 
HS Drop Out Mix 
3 g adenin, 2 g alanin 2 g asparagin, 2 g aspartat, 2 g 
cistein, 2 g glutamin, 2 g glutaminska kislina, 2 g glicin, 2 
g inozitol, 2 g uracil, 2 g valin, 2 g izolevcin, 2 g metionin, 
2 g fenilalanin, 2 g serin, 2 g prolin, 2 g treonin, 2 g 
triptofan, 2 g tirozin, 10 g levcin 
ssDNA (2 mg/mL) 
3 mg ssDNA, do 1,5 mL MQ. Za popolno raztapljanje 
raztopimo kuhamo vsaj 2 min v vodni kopeli 
50 x pufer TAE – za elektroforezo 242 g Tris, 16 g EDTA, 57,1 mL CH3COOH, do 1 L dH2O 
Litikaza (2000 U/mL) 1 mg litikaze, do 1 mL MQ 
Tializin (100 mg/mL) 100 mg tializina, do 1 mL MQ 
Kanavanin (100 mg/mL) 100 mg kanavanina, do 1 mL MQ 
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3.1.9 Laboratorijska oprema in pripomočki 
 
Preglednica 9: Laboratorijski pripomočki in proizvajalci 
Oprema in pripomočki Proizvajalec 
Avoklavirni trak Micronova 
Avtoklavirne vrečke za odpadke Sarstedt 
Avtomatska multikanalna pipeta Eppendorf 
Avtomatske pipete Eppendorf, Gilson 
Centrifugirke (15 mL, 50 mL) Techno plastic Products AG 
Epruvete  
Erlenmajerice (100 mL, 250 mL, 500 mL) Techno Plastic Products AG 
Etikete Brady 
Filter za strelizacijo (pore 20 µm) Sartotius 
Kivete (plastične) LLG Labware 
Krovna stekla IsoLab 
MasterPureTM Yeast DNA BioSearch Technologies 
Membrane za mikrotiterske plošče Diversified Biotech 
Merilne pipete (5 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL) Techno Plastic Products AG 
Merilni valji (100 mL. 250 mL, 500 mL, 1000 mL) Brand 
Mikrocentrifugirke Brand 
Mikrocentrifugirke za PCR reakcijo Brand 
Mikrotiterske plošče s 96 jamicami Brand plates 
Nastavki za avtomatske pipete Ratiolab, Quality Scientific Plastics, Sarstedt 
Objektna stekla Thermo Fischer 
Parafilm Bemis 
Plinski gorilnik Gorenc 
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen 
Rokavice Kimtech 
Set za agarozno elektorforezo Thermo Scientific 
Steklene kroglice Sigma 
Steklenice za gojišča (100 mL, 250 mL, 500 mL, 
1000 mL) 
Weaton 
Sterilne petrijevke Golias 
Zobotrebci Fleckelmann 
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3.1.10 Laboratorijske aparature 
 
Preglednica 10: Laboratorijske aparature in proizvajalci 
Aparatura Proizvajalec 
Analizna tehtnica ANG GH-252 
Ledomat Scotsman 
Avtoklav Tuttnauer 
Centrifuga Eppendorf, Hettich Rotana 
Čitalnik mikrotiterskih plošč Tecan 
Mikroskop Optan 
Hladilnik Bosch 
Skrinja Gorenje 
Inkubator s stresalnikom Memmert, New Brunswick 
Inkubator Memmert 
Magnetno mešalo Tehtnica 
Namizna centrifuga Eppendorf 
Naprava za PCR – ciklični termostat Applied Biosystems 
pH meter Mettler Toledo 
Spektrometer Nanodrop Thermo Fischer 
Spektrofotometer Perkin Elmer 
Termoblok Bioer 
Vodna kopel Memmert 
UV kamera Uvi-tec 
Vibracijski mešalnik Tehtnica 
Napajalnik za elektroforezo Consort 
Mikrovalovna pečica Deawoo 
Tehtnica Tehtnica 
Destilator vode Evoqua 
Naprava za etikiranje Brady 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava sevov za SGA 
 
Izvorne seve moramo pred križanjem ustrezno pripraviti, da nam genetski markerji 
omogočajo izolacijo haploidnih celic paritvenega tipa a iz mešanice segregant. Sevi morajo 
imeti deletiran gen HIS3, ki po križanju s sevom Y7092 in sporulaciji omogoči metodo SGA. 
Sev Y7092 ima namreč v svojem genomu genske označevalce, ki nam v selekcijskem 
gojišču HS omogočajo preživetje haploidnih celic paritvenega tipa a. Delecijo gena HIS3 
smo povzročili s sistemom CRISPR/Cas9, ki je kodiran na plazmidu p414-TEF1p-Cas9-
CYC1t. Za uspešno delovanje sistem CRISPR/Cas9 potrebuje vodečo RNA (gRNA), ki je 
kodirana na plazmidu p426-SNR52p-gRNA.CAN1.Y-SUP4t. V primeru delecije gena HIS3 
smo uporabili naslednjo tarčno zaporedje gRNA: CCTTGAACGCACTCTCACTA in 
zaporedje PAM CGG. 
 
V celice smo najprej transformirali plazmid p414-TEF1p-Cas9-CYC1t. V drugi, ločeni 
transformaciji, smo v celice transformirali še plazmid p426-SNR52p-gRNA.CAN1.Y-
SUP4t. V tem primeru smo v transformacijsko mešanico dodali še matrico za delecijo, ki je 
s homologno rekombinacijo zamenjala alel na kromosomu. 
 
Najprej smo namnožili matrico za delecijo, transformacijo smo opravili po protokolu 
Transformacija kvasovk z litijevim acetatom. 
 
3.2.2 Priprava matrice za delecijo 
 
Matrico za delecijo gena HIS3 smo pripravili iz dveh daljših komplementarnih začetnih 
oligonukleotidov: HIS3del_f in HIS3del_r. Začetna oligonukleotida sta dolga 90 bp, njuno 
zaporedje je identično zaporedju pred in za genom HIS3 v kvasovki. Začetna oligonukleotida 
smo v 10-milimolarni koncentraciji združili, ju segreli na 98 °C ter jih počasi ohlajali do 
sobne temperature. S počasnim ohlajanjem v cikličnem termostatu smo dosegli, da sta se 
začetna oligonukleotida po začetni denaturaciji pravilno komplementirala skupaj. Tako 
pripravljeno matrico smo očistili s pomočjo komercialnega kompleta QIAamp DNA Mini in 
dodali v transformacijsko mešanico. 
  
3.2.3 Transformacija kvasovk z litijevim acetatom 
 
Posamezno kolonijo vsakega uporabljenega seva smo s sterilnimi zobotrebci nacepili v 5 
mL tekočega YPD. Pri transformaciji s plazmidom p414-TEF1p-Cas9-CYC1t smo uporabili 
tekoče gojišče YPD brez dodanih antibiotokov, pri transformaciji s plazmidom p426-
SNR52p-gRNA.CAN1.Y-SUP4t smo uporabili tekoče gojišče YPD z dodanim antibiotikom 
cNAT. Sledila je prekonočna inkubacija pri 30 °C in 220 rpm. Prekonočno kulturo smo 
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redčili v 12 mL tekočega YPD z ustreznim antibiotikom na OD600 ~ 0,1. Sledila je inkubacija 
pri 30 °C in 220 rpm vsaj dva generacijska časa (4 ure). Ko so celice bile v eksponentni fazi 
in dosegle OD600 ~ 0,5 smo jih prenesli v 15-mililitrsko centrifugirko ter centrifugirali pri 
sobni temperaturi 5 minut pri 1.750 rcf.  
 
Supernatant smo odlili, usedlino resuspendirali v 6 mL sterilne vode. Celice smo ponovno 
centrifugirali pri enakih pogojih, supernatant odlili, celično usedlino resuspendirali z 
avtomatsko pipeto v 600 µL 0,1-molarnega litijevega acetata. Celično suspenzijo smo 
previdno z avtomatsko pipeto prestavili v 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko. Sledilo je 1-
minutno centrifugiranje v namizni centrifugi pri sobni temperaturi in 2.400 rcf. Supernatant 
smo odstranili in usedlino z avtomatsko pipeto previdno resuspendirali v 200 µL 0,1-
molarnega litijevega acetata. Suspenzijo celic smo ponovno centrifugirali pri enakih pogojih. 
Supernatant smo odstranili, posedle celice smo do transformacije hranili na ledu. Celicam 
smo dodali dobro premešano in na ledu ohlajeno transformacijsko mešanico (Preglednica 
11): 
 
Preglednica 11: Transformacijska mešanica 
Reagent Volumen [µL] 
50-odstoten PEG 3350 240 
1 M litijev acetat 36 
ssDNA (2mg/mL) 50 
Transformirajoče DNA (200 ng plazmida in 3.000 
– 5.000 ng matrice – opcijsko) 
Za transformacijo s p414-TEF1p-Cas9-CYC1t 
dodali 0,59 µL plazmida 
Za transformacijo s p426-SNR52p-
gRNA.CAN1.Y-SUP4t dodali 1,25 µL plazmida in 
30 µL matrice za delecijo 
dH2O do 360 
 
Celice v transformacijski mešanici smo previdno premešali z avtomatsko pipeto. Sledila je 
inkubacija pri 30 °C 15 minut, toplotni šok smo izvedli z nadaljnjo inkubacijo pri 42 °C za 
15 minut. Celicam smo dodali 700 µL dH2O in premešali s pipetiranjem. Nato smo 
centrifugirali v namizni centrifugi pri sobni temperaturi in 2.400 rcf 1 minuto. Supernatant 
smo odstranili in celice ponovno sprali v dH2O. Celice smo nato resuspendirali v 1 mL 
tekočega YPD brez antibiotikov, sledila je inkubacija pri 30 °C 2 uri. Po inkubaciji smo 
celice centrifugirali 1 minuto pri 2.400 rcf v namizni centrifugi pri sobni temperaturi. Nato 
smo celice sprali v 1 mL dH2O in ponovno centrifugirali. Supernatant smo odstranili, posedle 
celice resuspendirali v 100 µL dH2O in s steklenimi kroglicami razmazali na trdno gojišče 
YPD z dodanim antibiotikom. V primeru transformacije s plazmidom p414-TEF1p-Cas9-
CYC1t smo uporabili trdno gojišče YPD z dodanim antibiotikom cNAT, v primeru 
transformacije s plazmidom p426-SNR52p-gRNA.CAN1.Y-SUP4t pa trdno gojišče YPD z 
dodanima antibiotikoma cNAT in G418. 
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Po 3-dnevni inkubaciji pri 30 °C so na selekcijskih ploščah zrasle kolonije. Za zrasle kolonije 
smo lahko trdili, da imajo uspešno ustavljen plazmid, saj je bila rezistenca proti določenemu 
antibiotiku kodirana na vstavljenih plazmidih. 
 
3.2.4. Izolacija genomske DNA z litijevim acetatom 
 
S sterilnim zobotrebcem smo zajeli celični material ene kolonije ter ga resuspendirali v 100 
µL 200 mM LiAc 1 % NaDS. Sledila je 10-minutna inkubacija pri 70 °C v termobloku. Po 
inkubaciji smo dodali 300 µL absolutnega etanola in premešali na vrtinčastem mešalu. Nato 
smo 3 minute centrifugirali v namizni centrifugi pri sobni temperaturi in 14.000 rcf. 
Supernatant smo zavrgli, celično usedlino sprali s 500 µL 70-odstotnega etanola. Sledilo je 
centrifugiranje pri enakih pogojih. Supernatant smo zavrgli in odstranili preostal etanol. 
Pelet smo posušili na sobni temperaturi pri odprti mikrocentrifugiki. Posušeno DNA smo 
raztopili v 50 µL dH2O in premešali na vrtinčastem mešalu. Sledilo je zadnje centrifugiranje 
pri 1.200 rcf pri sobni temperaturi v namizni centrifugi za 15 sekund. Celična usedlina ostane 
na dnu mikrocentrifugirke, DNA je raztopljena v supernatantu. Izolirano DNA smo uporabili 
kot matrico za pomnoževanje v PCR. 
 
3.2.5 Preverjanje uspešnosti delecije alela HIS3 
 
Za preverjanje uspešnosti delecije alela HIS3 smo se poslužili verižne reakcije s polimerazo, 
s katero smo pomnožili lokus HIS3. Pomnožke PCR smo ločili v agaroznem gelu in jih 
vizualizirali s svetlobo UV. 
 
Reakcija PCR temelji na cikličnem spreminjanju temperature, kar omogoča vezavo začetnih 
oligonukleotidov in pomnoževanje matrice, ki jo želimo namnožiti. Temperatura naleganja 
je odvisna od temperature tališča obeh začetnih nukleotidov, čas pomnoževanja pa je odvisen 
od dolžine matrice. Program za PCR je standarden in sestoji iz treh korakov. Prvi korak je 
denaturacija dvoverižne DNA pri temperaturi 95 °C, v drugem koraku si sledi 30 
ponavljajočih se ciklov denaturacije, prilaganja začetnih oligonukleotidov in polimerizacije 
DNA. Zadnji korak je končno pomnoževanje pomnožkov PCR in zaustavitev reakcije z 
ohlajanjem na 4 °C. Standardni program in uporabljeni reagenti so navedeni v Preglednici 
12 in Preglednici 13: 
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Preglednica 12: Reagenti za PCR 
Reagent Volumen [µL] 
10 x pufer za polimerazo Taq 2 
1,25 mM dNTP 1,6 
25 mM MgCl2 1,6 
MQ 13,4 
10 µM smerni začetni oligonukleotid 0,4 
10 µM protismerni začetni oligonukleotid 0,4 
5 U/µL Polimeraza Taq 0,2 
Matrica za pomnoževanje 0,4 
 
Preglednica 13: Standardni program za PCR 
Korak Temperatura [°C] Čas Število ciklov 
Denaturacija 95 5 min 1 
Denaturacija 
Prileganje začetnih 
oligonukleotidov 
 
Polimerizacija 
95 
Odvisno od Tm 
 
 
72 
30 s 
30 s 
 
 
Odvisno od dolžine 
pomnožka (1 min/kbp) 
 
 
 
30 
Končno 
pomnoževanje 
72 2 min 1 
Ohlajanje 4 ∞ 1 
 
Za preverjanje delecije gena HIS3 smo uporabili začetne oligonukleotide in program PCR, 
navedene v Preglednici 14: 
 
Preglednica 14: Začetni oligonukleotidi in program za preverjanje delecije HIS3 
Začetni oligonukleotidi 
Temperatura naleganja 
[°C] 
Čas polimerizacije 
[s] 
Velikost 
pomnožka [bp] 
UP_HIS3_2F 
47 90 
Pri wt: 1292 
Pri deleciji: 629 DN_HIS3_2R 
 
Pomnožke PCR smo preverili na agarozni gelski elektroforezi. 
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3.2.6 Agarozna gelska elektroforeza 
 
Agarozna gelska elektroforeza je metoda, s katero ločujemo molekule DNA glede na njihovo 
velikost. Zaradi negativnega naboja molekul DNA le-te potujejo proti pozitivno nabiti 
katodi. Ločevanje poteka v agaroznem gelu tako, da manjše molekule DNA potujejo hitreje 
kot večje molekule DNA. Na potovanje molekul DNA v gelu poleg velikosti vpliva tudi 
koncentracija DNA in njena oblika. V agarozni gel smo dodali barvilo Midori, ki se veže na 
molekule DNA. S svetlobo UV in kamero je potekala vizualizacija fragmentov DNA. 
Elektroforeza je potekala v 1 x TAE pufru, pri 120 V dokler prednja fronta nanašalnega pufra 
ni pripotovala do konca gela – približno 30 minute. Koncentracija agaroze v gelu je bila 3-
odstotna. 
 
3.2.7 Odstranitev plazmidov 
 
Po potrjeni deleciji gena HIS3 smo iz transformant odstranili oba plazmida. Transformanto 
s potrjeno delecijo smo nacepili v 5 mL tekočega gojišča YPD brez antibiotikov in inkubirali 
s stresanjem pri 220 rpm in 30 °C preko noči. Naslednji dan smo prekonočno kulturo 
razmazali do posamezne kolonije na ploščo YPD. Po 3-dnevni inkubaciji smo posamezne 
kolonije razmazali na plošče YPD, YPD + cNAT in YPD + G418. Kolonije, ki so zrasle le 
na gojišču YPD in ne na gojiščih z dodanimi antibiotiki, so uspešno izgubile oba plazmida. 
 
3.2.8 Priprava trajnih kultur 
 
Po uspešni deleciji gena HIS3 smo pripravljene seve shranili v zbirko mikroorganizmov pri 
-80 °C. Kvasovke smo za trajno shrambo pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirko 
prenesli 500 µL prekonočne kulture in jo dobro zmešali s 500 µL 30-odstotnega glicerola. 
Mikrocentrifugirke smo označili z etiketami, ki smo jih natisnili z napravo za etiketiranje. 
 
3.2.9 Križanje sevov 
 
Izhodiščne seve smo razvrstili glede na njihovo izvorno acidotoleranco. Testirali smo večje 
število sevov iz lastne zbirke sevov kvasovk S. cerevisiae (IJS). Za nadaljnje delo smo izbrali 
5 najbolj acidotolerantnih sevov, ki niso agregirali in so pri optimalnih pogojih rastli 
primerljivo hitro. Določili smo vrstni red križanja: od bolj acidotolerantnih proti manj 
acidotolerantnim. 
 
V mikrotitrsko ploščo smo nacepili 1 µL prekonočne kulture seva v 200 µL tekočega gojišča 
YPD z umerjeno vrednostjo pH. Mikrotitrske plošče smo prekrili z membrano za 
mikrotitrske plošče. Rast smo spremljali 5 dni ob stresanju in pri 30 °C z odčitavanjem 
optične gostote pri valovni dolžini 600 nm (OD600) v čitalcu mikrotitrskih plošč. Rast smo 
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spremljali pri različnih vrednostih pH (3 / 2,5 / 2,2). Najbolj informativne krivulje smo dobili 
pri vrednosti pH 2,5. 
Seve nasprotnih paritvenih tipov smo križali tako, da smo na isto ploščo YPD pravokotno 
enega na drugega nacepili oba seva. Kjer sta se liniji sevov križali, smo pričakovali diploide. 
Po 3-dnevni inkubaciji smo iz križišča obeh linij zajeli celični material in ga na sveže trdno 
gojišče YPD razmazali do posamezne kolonije. Iz posameznih kolonij smo izolirali 
genomsko DNA po protokolu Izolacija genomske DNA z litijevim acetatom in preverili lokus 
MAT z reakcijo PCR po protokolu Določanje diplodov pri kvasovkah. Za nadaljevanje dela 
smo uporabili diploidne celice. 
 
3.2.10 Določanje diploidov pri kvasovkah 
 
Določanje diploidnih celic pri kvasovkah temelji na pomnoževanju lokusa MAT s PCR. Pri 
tej reakciji se v mešanici PCR uporablja tri začetne oligonukleotide, ki nalegajo bodisi na 
lokus MATa ali MATα. Pomnožka se med seboj razlikujeta v dolžini. V primeru diploidnih 
celic, ki imajo oba omenjena lokusa, po ločevanju pomnožkov v agaroznem gelu zaznamo 
oba pomnožka. 
 
Preglednica 15: Začetni oligonukleotidi in program za določevanje MAT lokusa 
Začetni oligonukleotidi 
Temperatura 
naleganja [°C] 
Čas polimerizacije [s] 
Velikost pomnožka 
[bp] 
MAT_R 
58 40 
Pri MATa: 544 
Pri MATα: 404 
Pri diploidih: oba 
pomnožka 
MATalfa_F 
MATa_F 
 
Diploidne celice, ki jih potrdimo s PCR uporabimo za nadaljnji potek dela – sporulacijo. 
 
3.2.11 Sporulacija 
 
Za sporulacijo smo 5 mL prekonočne kulture diploidov iz tekočega gojišča YPD 
centrifugirali pri sobni temperaturi in 3.000 rpm 5 minut. Gojišče smo odstranili, celično 
usedlino resuspendirali v 10 mL tekočega gojišča YP 2 % KAc. Na stresalniku smo pri 220 
rpm in 30 °C inkubirali 3 dni. Po inkubaciji smo kulturo centrifugirali pri enakih pogojih, 
gojišče odlili in celično usedlino dvakrat sprali s 5 mL MQ. Po centrifugiranju pri enakih 
pogojih smo celično usedlino resuspendirali v 10 mL gojišča Spo++. Sledila je inkubacija s 
stresanjem pri 60 rpm in sobni temperaturi dokler ni vsaj 20 odstotkov celic sporuliralo. 
Stopnjo sporulacije smo spremljali s svetlobnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi. 
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3.2.12 Selekcija segregant v tekočem gojišči z nizko vrednostjo pH 
 
Tetrade spor se po sporulaciji držijo v askih, ki smo jih mogli razgraditi, da smo dobili 
posamezne celice. Razgradnjo smo izvedli encimatsko z encimom litikaza. V 900 µL kulture 
segregant smo dodali 100 µL 2000 U/mL litikaze. Pri sobni temperaturi smo spore 
inkubirali, dokler se niso vsi aski razgradili. Razgradnjo smo spremljali vsakih 30 minut pod 
svetlobnim mikroskopom pri 400-kratni povečavi. 
 
Po tretiranju z litikazo smo kulturo segregant nacepili v 100 mL tekočega gojišča HS z 
umerjno vrednostjo pH na OD600 = 0,1. Rast segregant smo spremljali spektrofotometrično 
z merjenjem OD600 pri štirih različnih vrednostih pH: 2,5 / 2,25 / 2,0 / 1,8, dokler niso celice 
prešle v stacionarno fazo rasti. OD600 smo merili zjutraj in pozno popoldne. Pri kontrolnem 
poskusu smo celice gojili v navadnem tekočem gojišču HS, ki ni imel umerjene vrednosti 
pH in ni vseboval pufra. 
 
Po prehodu celic v stacionarno fazo rasti smo kulturo iz gojišča z določeno vrednostjo pH 
nacepili na trdno gojišče HS z enako vrednostjo pH. Sledila je 7-dnevna inkubacija pri 30 
°C. Po inkubaciji smo izbrali največjo kolonijo, ki je še zrasla na plošči s čim nižjo 
vrednostjo pH. Izbrane celice smo shranili in uporabili za naslednje križanje oziroma 
iteracijo. Po križanju z naslednjim starševskim sevom smo postopek selekcije segregant 
ponovili. Tako je bil končni produkt križanja in selekcijskega postopka (iteracije) začetek 
nove iteracije. Skupaj smo izvedli 5 iteracij. 
 
3.2.13 Priprava zbira ekstremnih segregant za analizo X-QTL  
 
Za potrebe analize X-QTL smo najodpornejšo segreganto zadnje generacije (po petih 
iteracijah – G5) zopet križali z začetnim starševskim sevom Y7092. Po izolaciji diplodne 
celice smo le-to sporulirali v 100 mL gojišča Spo++. Po desetih dneh je večina celic 
sporulirala, vzeli smo po 4 mL kulture sporulant (1,27x109 celic) in jih tretirali s 360 µL 
litikaze do popolne razgradnje askov. 
 
Segregante smo nato nacepili v 50 mL tekočega gojišča HS z vrednostjo pH 2,4. Ko so celice 
dosegle stacionarno fazo rasti, smo 1 mL kulture precepili v 50 mL svežega tekočega gojišča 
HS z vrednostjo pH 2,6. Po rasti do stacionarne faze smo precepili 500 µL kulture v 50 mL 
svežega tekočega gojišča HS z vrednostjo pH 2,4. Celice smo pustili rasti do stacionarne 
faze. Iz 7,5 mL kulture (1,3x108 celic), ki je rastla v selekcijskem gojišču, smo izolirali DNA 
selekcioniranega zbira. 
 
V primeru kontrolnega zbira smo uporabili enak pristop precepljanja, rast smo spremljali v 
tekočem gojišču HS, ki mu nismo dodali pufra ali umerili vrednosti pH. DNA kontrolnega 
zbira smo izolirali iz 1 mL kulture (1,5x108 celic). 
27 
Slokar D. Na rekombinaciji temelječa umetna evolucija kvasovke Saccharomyces. cerevisiae za acidotoleranco. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
 
3.2.14 Izolacija genomske DNA iz zbira za sekvenciranje 
 
Za izolacijo genomske DNA iz zbira segregant smo uporabili reagente iz kompleta 
MasterPureTM Yeast DNA Purification po naslednjem potokolu: 
Celice iz tekočega gojišča smo posedli s 5-minutnim centrifugiranjem pri 10.000 rpm in 
sobni temperaturi. Za 1,5 mL kulture smo uporabili 300 µL Yeast Cell Lysis Solution za lizo 
celic. Sledila je 15-minutna inkubacija pri 65 °C v termobloku. Vzorce smo za 5 min 
prestavili na led in nato dodali 150 µL reagenta MPC Protein Percipitation ter vzorce 
premešali s obračanjem. Proteine smo posedli na dno mikrocentrifugirke z 10-minutnim 
centrifugiranjem pri 10.000 rpm in sobni temperaturi. Supernatant smo prestavili v novo 
mikrocentrifugirko in dodali 500 µL izopropanola. Po premešanju vzorcev z obračanjem 
smo posedli DNA z 10-minutnim centrifugiranjem pri 10.000 rpm in sobni temperaturi. 
Supernatant smo previdno odstranili in pelet sprali s 500 µL 70-odstotnega etanola. Po 
centrifugiranju pri enakih pogojih smo supernatatnt v popolnosti odpipetirali. DNA smo 
raztopili v 100 µL Tris-HCl z vrednostjo pH 7,8. V vzorce smo dodali 2 µL RNAze in 
inkubirali 2 uri pri 37 °C. Po inkubaciji smo dodali 50 µL reagenta MPC Protein 
Percipitation, premešali z obračanjem in inkubirali vzorce na ledu 5 minut. Proteine smo 
oborili z 10-minutnim centrifugiranjem pri 10.000 rpm in sobni temperaturi. Supernatant 
smo previdno odpipetirali v novo mikrocentrifugirko in dodali 1,5 volumna izopropanola. 
Po premešanju z obračanjem smo DNA oborili z 10-minutnim centrifugiranjem pri 10.000 
rpm in sobni temperaturi. Supernatant smo odstranili, usedlino z DNA sprali s 500 µL 70-
odstotnega etanola. DNA smo oborili s centrifugiranjem pri enakih pogojih in supernatant v 
popolnosti odstranili z avtomatsko pipeto. DNA smo raztopili v 80 µL Tris-HCl z vrednostjo 
pH 7,8. Absorbanco vzorcev pri svetlobi valovne dolžine 260 nm in 280 nm smo izmerili na 
spektrometru Nanodrop. Označene vzorce smo shranili v zamrzovalno skrinjo pri -20 °C. 
 
3.2.15 Sekvenciranje DNA zbira 
 
Vzorce DNA smo po hladni verigi poslali na sekvenciranje celotnega genoma (angl. whole 
genome sequencing; WGS) k podjetju BGI Tech Solutions v Hong Kong, kjer so vzorce 
DNA najprej fragmentirali s sonificiranjem in jih očistili s z dodatkom magnetnih nosilcev. 
Sledilo je popravljanje obrezanih koncev, tako, da sta bili smerna in protismerna veriga 
enake dolžine, na 5'-koncu je morala biti skupina PO4
-3 in na 3'-koncu skupina OH-. Sledilo 
je dodajanje nukleotida A na 3'-konec. Na previsne 3'-konce z dodanimi nukleotidi A so z 
ligacijo dodali adapterje znanih zaporedij in fragmente zopet očistili z magnetnimi nosilci. 
Sledila je reakcija PCR za amplifikacijo knjižnice. Produkte PCR so po očiščenju 
denaturirali in z dodatkom začetnega oligonukleotida cirkularizirali. Pomnožke, ki se niso 
cirkularizirali, so razgradili z eksonukleazami. Sledila je priprava DNA-nanožog, ki so jih 
pripravili tako, da so cirkularizirane enoverižne fragmente pomnožili po principu kotalečega 
se kroga. Kopije dolgih enoverižnih zaporedji se sprostijo z matrice in se oblikujejo v DNA-
nanožogo. Kopije z različnih matric se med seboj ločijo zaradi elektrostatskega naboja. 
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DNA-nanožoge so negativno nabite in se tako vežejo na pozitivno nabit nosilec. Zaporedje 
so določili na podlagi fluorescenčno označenih nukleotidov. Za vsako DNA-nanožogo so 
določili zaporedje obeh strani: smerno in protismerno. Odčitke, dolge 150 nukleotidov, smo 
prejeli v formatu FASTAQ (Huang in sod., 2018). 
 
3.2.16 Analiza podatkov pridobljenih pri WGS 
 
Prejete podatke smo analizirali v operacijskem sistemu Linux Ubuntu 20.04, na računalniku 
Lenovo G710 s 6 GB delovnega pomnilnika in dvo-jedrnim procesorjem. 
 
Za vsak vzorec smo dobili smerno in protismerno zaporedje. Da bi pridobili večjo globino 
sekvenciranja smo ločene vzorce obeh zbirov sekvencirali dvakrat. Pridobljena zaporedja 
smo nato združili v eno datoteko. Sledila je odstranitev znanih zaporedij adapterjev (angl. 
trimming) z orodjem bbduk in odstranitev koncev zaporedij z oceno Phred manjšo od 
vrednosti 20 (https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/bb-tools-user-guide/bbduk-guide/).
   
Odčitke ustrezne kvalitete in brez adapterskih zaporedij smo kartirali na referenčni genom 
seva S288c, ki je sorodnik seva Y7092 z enako dolgimi kromosomi. Kartiranje odčitkov na 
referenčni genom smo opravili z orodjem Burrows-Wheeler Aligner – bwa (Li in Durbin, 
2010). Na referenčni genom kartirane odčitke smo označili z ukazom »index« in razvrstili z 
ukazom »sort« od leve proti desni glede na mesto kartiranja z orodjem samtools (Li in sod., 
2009). Z orodjem picard (http://broadinstitute.github.io/picard/) smo označili podvojitve, ki 
nastanejo pri optičnem branju sosednjih zaporedij na čipu in tako preprečili multiplikacijo 
posameznega zaporedja. Z orodjem bedtools (https://bedtools.readthedocs.io/en/latest/) smo 
izračunali podatke o globini sekvenciranja na posameznih mestih v genomu. Iz referenčnega 
zaporedja smo pripravili slovar z orodjem picard z ukazom »CreateSequenceDictionary«. 
Setom odčitkov smo pripisali izvor z ukazom »AddOrReplaceReadGroups« z orodjem 
picard. Sledilo je klicanje vseh alternativnih variant z ukazom »HaplotypeCaller« glede na 
referenčni genom. To smo storili z orodjem gatk 4.1.8 (Van der Auwera in sod., 2013). Ker 
smo imeli opravka z genomsko DNA zbira, smo na vsakem polimorfnem mestu pričakovali 
dve varianti (po eno za vsakega od obeh haploidnih starševskih sevov). Iz pridobljenih 
podatkov smo izolirali podatke o SNV z orodjem gatk z ukazom »SelectVariants; type 
SNP«. Pridobljene variante smo z orodjem gatk filtrirali glede na njihovo kvaliteto. Filtrirali 
smo v skladu  z naslednjimi priporočenimi vrednostmi: 
 
• QD < 2,0 (globina sekvenciranja) 
• FS > 60,0 (FisherStrand; upošteva zaznavanje variant na smerni in protismerni 
verigi) 
• MQ < 40,0 (RMSMappingQuality; standardna deviacija kvalitete kartiranja) 
• MappingQualityRankSum < -12,5 (poleg standardne deviacije kvalitete kartiranja 
upošteva še razmerja kvalitet kartiranja referenčne in alternativne variante) 
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• ReadPosRankSum < -8,0 (poleg standardne deviacije kvalitete kartiranja upošteva še 
pozicijo referenčne in alternativne variante, saj se proti koncu odčitkov pojavlja več 
napak) 
• SOR > 3,0 (StandOddsRatio; upošteva zaznavanje variante na obeh verigah, 
upošteva odčitke, ki pokrivajo obe varianti) 
 
Filtrirane variante smo z ukazom »VariantsToTable« zapisali v novo datoteko v obliki 
preglednice. Iz variant zbirov smo ekstrahirali podatke o globini sekvenciranja in številu 
zaznanih nereferenčnih SNV na posameznih pozicijah glede na referenčno zaporedje. S 
programom R (R Core team, 2013) in paketom 'ggplot2' (Wickham, 2016) smo izrisali graf 
porazdelitve frekvenc SNV, ki niso enaki referenčnemu zaporedju po kromosomskih 
koordinatah v povprečnem in selekcioniranem zbiru. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 PRIPRAVA GENETSKO RAZNOLIKIH SEVOV 
 
Za potrebe izolacije kvasovk paritvenega tipa a po križanju in sporulaciji, smo najprej v 
izvornih sevih naredili delecijo gena HIS3. Transformacijo smo izvedli po protokolu 
Transformacija kvasovk z litijevim acetatom. Po transformaciji kvasovk s plazmidom p414-
TEF1p-Cas9-CYC1t, ki kodira endonukleazo Cas9, smo z antibiotično selekcijo na trdnem 
gojišču YPD + cNAT izolirali transformante, v katere se je plazmid uspešno vstavil. V iste 
transformante smo v ločeni transformaciji vstavili še plazmid p426-SNR52p-
gRNA.CAN1.Y-SUP4t in matrico za delecijo. Plazmid p426-SNR52p-gRNA.CAN1.Y-
SUP4t kodira vodečo RNA, ki usmeri endonukleazo Cas9 na želeno mesto. Endonukleazo 
Cas9 vodeča RNA v tem primeru locira na mesto sredine gena HIS3, kjer Cas9 naredi dvojni 
lom vijačnice. Dvojni lom se popravi s homologno matrico, ki smo jo poleg plazmida dodali 
v transfromacijsko mešanico. Kolonije, ki so zrasle na selekcijski plošči YPD + cNAT + 
G418 so imele uspešno vstavljena oba plazmida. Pri vsakem sevu je po transformaciji na 
selekcijski plošči zraslo med 20 in 50 transformant. Uspešnost delecije gena HIS3 smo 
preverili pri zraslih tranformantah s PCR za HIS3 lokusu z naslednjima začetnima 
oligonukleotidoma: UP_HIS3_2F in DN_HIS3_2R. Testirali smo po 5 transformant pri 
vsakem sevu, pri vseh testiranih transformantah smo potrdili delecijo gena HIS3. 
 
Pomnožke PCR smo ločili na agaroznem gelu in jih vizualizirali pod UV svetlobo in kamero. 
Pričakovali smo pomnožek dolžine 1292 bp pri divjemu tipu (gen HIS3) in pomnožek 
dolžine 629 bp pri uspešni deleciji gena HIS3. 
 
Celice s potrjeno delecijo smo precepili in jih uporabili za križanje v nadaljevanju dela. 
 
 
 
Slika 1: Slika agaroznega gela s pomnožki za preverjanje uspešnosti delecije pri transformantah.  
S = 1 kbp standardna lestvica, + = potrjena delecija, wt = divji tip, K = pozitivna kontrola 
 
4.2 RAST IZHODIŠČNIH SEVOV V KISLEM OKOLJU IN DOLOČANJE VRSTNEGA 
REDA KRIŽANJA 
 
Križanje sevov smo izvedli v vrstnem redu, ki smo ga določili glede na rastne krivulje 
izhodiščnih sevov v tekočem gojišču z nizko vrednostjo pH (Slika 2). Rast izhodiščnih sevov 
v tekočem gojišču YPD z umerjeno vrednostjo pH smo spremljali v mikrotitrskih ploščah s 
čitalcem mikrotitrskih plošč. Na Sliki 4 so prikazane rastne krivulje, ki smo jih dobili v 
gojišču YPD z vrednostjo pH 2,5. 
wt K + 
500 bp 
750 bp 
S 
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Slika 2: Rast izhodiščnih sevov v tekočem gojišču YPD z vrednostjo pH 2,5 
 
Iz dobljenih podatkov smo iz največjega naklona rastne krivulje izračunali generacijske čase 
po naslednji formuli: 
 
Generacijski čas = 1 / 
ΔOD600
ΔČas
 
 
 
 
Slika 3: Histogram generacijskih časov izhodiščnih sevov v tekočem gojišču YPD z vrednostjo pH 2,5 
 
Iz Slike 3 smo primerjali generacijske čase izhodiščnih sevov in določili vrstni red križanja. 
Za prvi sev, ki smo ga križali s sevom Y7092, ki ima genetske označevalce za SGA, smo 
izbrali sev WE, ki je imel najnižji generacijski čas in je imel torej v kislem gojišču najvišji 
fitnes. Za drugo in tretje križanje smo uporabili seva RM11 oziroma FY4. Pri četrtem in 
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petem križanju nismo uporabili seva AWRI in SAKE, ki sta bila naslednja po 
acidotolerantnosti, saj sta oba seva pri svoji rasti agregirala, kar za naše nadaljnje delo ni bil 
ugoden pojav. Za četrto križanje smo tako uporabili sev WA, za peto križanje pa sev NA. 
Vrstni red križanja in oznaka pridobljene najodpornejše segregante po selekciji so navedeni 
v Preglednici 16. 
 
Preglednica 16: Vrstni red križanja 
Vrstni red križanja Oznaka najodpornejše segregante* 
Y7092 X WE G1 
G1 X RM11 G2 
G2 X FY4 G3 
G3 X WA G4 
G4 X NA G5 
*najodpornejša segreganata je tisti sev, ki smo ga izbrali v procesu selekcije segregant po sporulaciji križancev in uporabili 
za nadaljnje križanje 
 
4.3 DOLOČANJE DIPLOIDNIH CELIC IN SPORULACIJA 
 
Po križanju smo za sporulacijo morali izolirati diploidne celice, ki so nastale ob združitvi 
dveh starševskih sevov. V križišču dveh linij starševskih sevov, ki smo jih nacepili 
pravokotno eno na drugo na trdno gojišče YPD, smo pričakovali največje število diploidov, 
zato smo iz tega mesta zajeto kulturo precepili do posamezne kolonije in na zraslih kolonijah 
opravili analizo PCR za MAT lokus (Slika 4). 
 
 
 
Slika 4: Primer analize PCR za lokus MAT.  
S = standardna lestvica 1 kbp, a = MAT a, α = MAT α, 2n = diploid 
 
Haploidne celice imajo bodisi lokus MATa bodisi MATα, kar pomeni, da pri analizi opazimo 
en pomnožek velikosti 544 bp pri celicah MATa oziroma pomnožek velikosti 404 bp pri 
celicah MATα. V primeru diploida, ki nastane z združitvijo dveh haploidnih celic 
nasprotnega paritvenega tipa, pri analizi lokusa MAT opazimo oba omenjena pomnožka.  
 
Križanje sevov na trdnem gojišču se je izkazalo za učinkovito, saj smo diploidne celice po 
precepljanju do posamezne kolonije potrdili v vsaj 25 odstotkih testiranih kolonij, pri 
vsakem križanju. Diploidne celice smo uporabili za naslednji korak – sporulacijo. 
 
 
 
S 
500 bp 
250 bp 
a α 2n 
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4.4 SPORULACIJA 
 
Diploidne celice v gojišču Spo++, ki je z dušikom in ogljikom osiromašeno, začnejo proces 
sporulacije. V tem procesu, ki vključuje mejozo, iz ene diploidne celice nastanejo 4 
haploidne spore, ki so na okoljski stres bolj odporne. Spore so si med seboj genetsko različne, 
saj zaradi mejotične rekombinacije nosijo različne kombinacije alelov diploidne celice. 
Genetsko raznolike celice smo uporabili v procesu selekcije za izolacijo segregante, ki ima 
najbolj ugodno kombinacijo alelov za acidotoleranco po določenem križanju. Za takšno 
selekcijo potrebujemo veliko število celic, pri katerih je potekla mejoza, zato smo za 
sporulacijo najprej diploidne celice preko noči inkubirali s stresanjem, da smo dobili 
nasičeno kulturo (število celic v rangu 107/ml). Nasičeno kulturo smo precepili v tekoče 
gojišče za sporulacijo Spo++. Celice smo v tekočem gojišču Spo++ inkubirali, dokler ni bila 
stopnja sporulacije vsaj 25-odstotna in si tako zagotovili dovol genetsko raznolikih 
segregant. Različni diploidi sporulirajo z različno hitrostjo, v Preglednici 17 so navedeni 
časi, ki so jih križanci potrebovali za 25-odstotno sporulacijo. 
 
Preglednica 17: Čas sporulacije križancev 
Križanje Čas sporulacije [dnevi] 
Y7092 X WE 14 
G1 X RM11 7 
G2 X FY4 5 
G3 X WA 8 
G4 x NA 7 
 
4.5 SELEKCIJA SPOR V GOJIŠČU Z NIZKO VREDNOSJO PH 
 
Po sporulaciji smo segregante tretirali z litikazo, ki razgradi celično steno askov, v katerih 
so spore. Spore smo precepili v tekoče gojišče HS z nizko vrednostjo pH in spremljali 
njihovo rast preko merjenja OD600. Gojišče HS omogoča selekcijo za celice paritvenega tipa 
a, kar je ključnega pomena za nadaljnje križanje. Po dosegu stacionarne faze rasti smo spore 
precepili na trdna gojišča HS z enako vrednostjo pH kot smo ga uporabili za selekcijo v 
tekočem gojišču. V primeru kontrole smo uporabili navadno tekoče gojišče HS, ki ni 
vsebovalo pufra in mu vrednosti pH nismo umerili. Titer preživelih celic pri različnih 
vrednostih pH in titer celic pri kontroli je prikazan v Preglednici 18. 
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Preglednica 18: Titri segregant po selekciji v tekočem gojišču na trdnih gojiščih z različnimi vrednostmi pH 
[CFU/mL] 
pH trdnega 
gojišča 
Y7092xWE G1xRM11 G2xFY4 G3xWA G4xNA 
pH 2,5 5x106 / / / / 
pH 2,25 1x104 1,18x104 TNTC / / 
pH 2,15 / 1,32x103 3,42x104 / / 
pH 2,0 0 5,88x102 1,83x104 2,17x103 1,2x103 
pH 1,9 / / / 1,39x103 4,75x102 
pH 1,8 0 / / 0 1,5x102 
Kontrola 7x107 1,23x108 1,15x108 2,63x107 8x108 
 
Kot zmagovalko generacije smo izbrali največjo kolonijo, ki je zrasla na trdnem gojišču HS 
z umerjeno vrednostjo pH pri najmanjši vrednosti pH. Titri, pri katerih smo precepili 
zmagovalne segregante, so napisani krepko. Primerno velikost za precepljanje so kolonije 
pri vseh generacijah, razen pri tretji generaciji, dosegle po 7-dnevni inkubaciji. Za 
zmagovalko prve generacije (G1) smo izbrali največjo kolonijo, ki je zrasla na plošči z 
vrednostjo pH 2,25. Sev G1 smo kot zmagovalko prve generacije križali z naslednjim sevom 
RM11. Po selekciji smo največjo kolonijo druge generacije (G2) izbrali s plošče z vrednostjo 
pH 2,0. Sev G2 smo križali s sevom FY4, zmagovalno segreganto (G3) smo izolirali s plošče 
z vrednostjo pH 2,0. V tem primeru smo opazili, da je bila rast na plošči z umerjenim pH 
zelo počasna, saj so kolonije potrebovale 10 dni za doseg dovoljšne velikosti za precepljanje. 
Zmagovalko G4 smo pridobili s plošče z vrednostjo pH 1,9, po križanju segregante G3 s 
sevom WA. Zmagovalko zadnje generacije (G5) smo pridobili s križanjem zmagovalke G4 
s sevom NA. Zmagovalka G5 je zrasla na plošči z vrednostjo pH 1,8, kar je najnižja vrednost 
pH, pri kateri smo še opazili rast celic. 
 
Rast zmagovalk vsake generacije in prvih dveh starševskih sevov smo prikazali s kapljičnim 
redčitvenim testom na trdnem gojišču z vrednostjo pH 2,0 (Slika 5 in Slika 6). 
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Slika 5: Kapljični redčitveni test prvih dveh staršev (Y7092 in WE) ter  
zmagovalnih segregant po generacijah na trdnem gojišču z vrednostjo pH 2,0 
 
 
Slika 6: Kapljični redčitveni test prvih dveh staršev (Y7092 in WE) ter  
zmagovalnih segregant po generacijah na trdnem gojišču YPD 
 
Iz Slike 5 in Slike 6 opazimo, da sta starševska seva prvega križanja (Y7092 in WE) relativno 
slabo prilagojena na rast v kislem okolju. Pri sevu Y7092 rasti v gojišču z vrednostjo pH 2,0 
ne opazimo, pri sevu WE pa so kolonije majhne, kar nakazuje počasno rast. Boljšo rast 
opazimo pri zmagovalki G1, pri zmagovalki G2 pa je velikost kolonij v primerjavi z 
zmagovalkoG1 še večja. Rasti na trdnem gojišču z nizko vrednostjo pH je pri zmagovalki 
G3 nismo zaznali, rast pa smo opazili pri zmagovalki G4. Kolonije zmagovalke G5 so od 
vseh največje in zato sklepamo, da je zadnja zmagovalna segreganta na rast v kislem okolju 
najbolje prilagojena. Iz kontrolnega kapljičnega redčitvenega testa, kjer smo spremljali rast 
celic na trdnem gojišču YPD, smo opazili, da noben od testiranih sevov nima prizadete rasti 
v okolju, kjer kislost ne predstavlja selekcijskega pritiska, saj so vsi sevi zrasli do primerljive 
velikosti v enakem časovnem obdobju. 
 
Rast zmagovalnih segregant vseh generacij in njihovih staršev smo testirali tudi v tekočem 
gojišču s kislostjo umerjeno na vrednost pH 2,3. Slika 7 prikazuje maksimalne generacijske 
čase vseh starševskih sevov in vseh najodpornejših segregant. 
 
WE    Y7092             G1            G2               G3         G4            G5 
WE        Y7092                G1           G2         G3          G4               G5 
1 
10-1 
10-2 
10-3 
10-4 
1 
10-1 
10-2 
10-3 
10-4 
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Slika 7: Histogram generacijskih časov vseh zmagovalnih segregant po generacijah in  
vseh izhodiščnih sevov v tekočem gojišču z vrednostjo pH 2,3 
 
Iz Slike 7 je razvidno, da je rast v nizkih vrednostih pH najboljša pri zadnji zmagovalni 
segreganti, G5, saj ima ta najnižji generacijski čas. Opazimo tudi postopno nižanje 
generacijskega časa od G1 proti G5, z izjemo G3 segregante, ki je križanec med G2 
segreganto in sevom FY4, ki ima najvišji generacijski čas. Prav tako je razvidno, da ima 
zadnja generacija najvišji fitnes od vseh starševskih sevov, kar pomeni, da smo s križanjem 
in selekcijo uspeli izolirati segreganto, ki je fenotipsko bolje prilagojena na rast v nizkih 
vrednostih pH kot starševski sevi. Prikazani generacijski časi sovpadajo z rastjo sevov na 
trdnem gojišču, kjer opazimo enak trend rasti celic in izboljševanja acidotolerance pri 
zmagovalnih segregantah. 
 
4.6 ANALIZA QTL 
 
Pridobljeno najodpornejšo segreganto po petih iteracijah smo za analizo QTL križali s sevom 
Y7092 ter diploidni sev sporulirali. Večje število spor (v rangu 109 spor) smo izpostavili 
selekciji v nizki vrednosti pH in po dosegu stacionarne faze rasti segregante precepili v sveže 
gojišče z nizko vrednostjo pH. Po dosegu stacionarne faze smo segregante zopet precepili v 
sveže gojišče z nizko vrednostjo pH ter po dosegu stacionarne faze pridobili zbir osebkov, 
ki so izražali želen fenotip. V tem zbiru smo pričakovali drugačno frekvenco SNV, ki so 
pomembni za acidotoleranco, kot v povprečnem zbiru, ki smo ga pridobili z enakim 
pristopom precepljanja v gojišču brez selekcije. 
4.6.1 Izolacija DNA zbirov segregant 
 
DNA obeh zbirov segregant smo izolirali iz primerjivega števila celic pri selekcioniranem 
in povprečnem zbiru. V primeru selekcioniranega zbira smo DNA izolirali iz 1,5x108 celic, 
v primeru povprečnega zbira pa iz 1,3x108 celic. Za večjo globino sekvenciranja smo 
Generacijski čas [h] 
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izolirali po dva vzorca DNA iz obeh zbirov. Po izolaciji DNA smo koncentracijo in kvaliteto 
izolirane DNA preverili s spektrofotometrom. Pridobljeni podatki so navedeni v Preglednici 
19. 
Preglednica 19: Koncentracije in pomembna razmerja izolirane DNA povprečnega in selekcioniranega zbira 
Vzorec 
Koncentracija 
[ng/μL] 
A260/A230 A260/A280 Volumen [μL] 
Povprečni zbir 1 224,3 1,97 2,63 80 
Povprečni zbir 2 219,4 1,92 2,19 80 
Selekcioniran zbir 1 280,0 1,90 2,30 80 
Selekcioniran zbir 2 622,0 1,97 2,63 80 
 
4.6.2 Analiza podatkov pridobljenih z WGS 
 
Po sekvenciranju DNA obeh zbirov smo z bioinformatsko analizo primerjali frekvence SNV 
v povprečnem in selekcioniranem zbiru. Iz pridobljenih podatkov smo izrisali graf globine 
sekvenciranja (Priloga C, Priloga D) in graf (Slika 8),  ki prikazuje deleže SNV, ki niso enaki 
referenčnemu sevu. 
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Slika 8: Deleži nereferenčnih SNV po kromosomih  
v povprečnem zbiru (modro) in selekcioniranem zbiru (rdeče) 
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V primeru povprečnega zbira je frekvenca po skoraj celotnem genomu enaka 50 odstotna, 
kar je pričakovano, saj je v tem primeru prišlo do naključnega prerazporejanja delov 
kromosomov iz starševskih sevov Y7092 in G5. Na Sliki 8 smo označili tudi genetske 
markerje za SGA (LEU2, MAT, CAN1, URA3, LYP1). Selekcijsko gojišče HS, v katerem 
smo pripravili oba zbira namreč omogočata preživetje celic z naslednjim genotipom: MATa 
can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ his3Δ. Zato pri analizi zaporedji pri obeh zbirih pričakujemo 
fiksirane omenjene označevalce, ki jih smatramo kot pozitiven rezultat zaradi zasnove 
poskusa. 
 
V primeru selekcioniranega zbira smo opazili, da frekvence na mnogih področjih genoma 
niso enake povprečnemu zbiru. Frekvence višje od 50 % pomenijo, da aleli v dotičnih QTL 
izvirajo iz seva G5 in so v selekciji v kislem okolju omogočili boljši fitnes segregant. 
Frekvence nižje od 50 % kažejo, da aleli v dotičnih QTL, ki so omogočili večjo 
acidotoleranco, izvirajo iz seva Y7092. Na nekaterih področjih v genomu signala ne 
opazimo, kar pomeni, da med genomoma sevov G5 in Y7092 ni razlik v SNV na osnovi 
katerih bi lahko določili, iz katerega starševskega seva izvira dotični del genoma. Za 
potencialne QTL smo določili genomske odseke, kjer je razlika frekvenc SNV med 
povprečnim in ekstremnim zbirom večja od 25 odstotnih točk. Za dva ločena QTL, ki sta 
izvirala iz istega starševskega seva, smo izbrali regije, med katerimi je bila razlika vsaj 4 
tisoč baznih parov. Z bioinformatsko analizo smo detektirali naslednje QTL, ki so prikazani 
v Preglednici 20. 
 
Preglednica 20: Seznam detektiranih QTL 
Kromosom QTL Regija na genomu [bp] 
Zaporedje izvira iz 
starševskega seva 
I 
QTL1 23121 – 99107 G5 
QTL2 143766 – 228199 G5 
II 
QTL3 160618 – 196145 G5 
QTL4 321385 – 476954 Y7092 
QTL5 629684 – 801524 Y7092 
III 
QTL6 168915 – 200530 Y7092 
QTL7 251657 – 316331 G5 
IV 
QTL8 229702 – 264106 G5 
QTL9 451867 – 458653 Y7092 
QTL10 509797 – 769038 Y7092 
QTL11 839339 – 893442 Y7092 
QTL12 1507780 – 1523182 G5 
V 
QTL13 271135 – 521398 Y7092 
QTL14 563962 – 570325 G5 
VII 
QTL15 9285 – 24074 Y7092 
QTL16 402691 – 851889 G5 
 
se nadaljuje 
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Preglednica 21: Seznam detektiranih QTL 
Kromosom QTL Regija na genomu [bp] 
Zaporedje izvira iz 
starševskega seva 
VIII 
QTL17 7085 – 7767 G5 
QTL18 11877 – 17904 G5 
QTL19 19706 – 108431 Y7092 
QTL20 190671 – 554162 Y7092 
IX 
QTL21 19609 – 239129 Y7092 
QTL22 407154 – 439626 Y7092 
X 
QTL23 26191 – 716361 G5 
QTL24 745432 – 745504 Y7092 
XI 
QTL25 176487 – 185846 G5 
QTL26 234818 – 275068 G5 
QTL27 314119 – 328028 G5 
QTL28 340231 – 661093 G5 
XII 
QTL29 103858 – 127531 Y7092 
QTL30 229358 – 951341 Y7092 
QTL31 1014095 – 1064375 G5 
XIII 
QTL32 9278 – 26166 G5 
QTL33 165032 – 512919 Y7092 
XIV 
QTL34 89959 - 119098 Y7092 
QTL35 318991 – 517970 G5 
QTL36 574776 – 775104 Y7092 
XV 
QTL37 101077 – 117295 G5 
QTL38 201792 – 209867 Y7092 
QTL39 293123 – 467044 Y7092 
QTL40 477839 – 1008669 G5 
QTL41 1009187 – 1061061 Y7092 
XVI 
QTL42 25716 – 74937 G5 
QTL43 85327 – 252618 Y7092 
QTL44 319694 – 692167 G5 
QTL45 720335 – 932537 G5 
Zaznali smo 45 QTL, katerih velikost je med 72 bp in 721.983 bp. V povprečju so veliki 
150.293 bp. V detektiranih QTL se nahaja povprečno 78 odprtih bralnih okvirjev, kar je 
skupno kar 3527 odprtih bralnih okvirjev, to pa je preveliko število, da bi lahko vse navedli. 
Zato smo se odločili, da podrobneje pregledamo dele kromosoma, pri katerih je bil delež 
SNV enega izmed starševskih sevov selekcioniranem zbiru, vsaj 0,98 (98-odstotnih točk). 
Za te QTL predvidevamo, da imajo zaradi svoje visoke frekvence v ekstremnem zbiru velik 
doprinos k fenotipu. Najdene kromosomske regije in gene ter njihove poznane funkcije so 
navedene v Prilogi E. Podatke o vlogi proteinov, ki jih najdeni geni kodirajo smo poiskali v 
podatkovni bazi Saccharomyces Genome Database (https://www.yeastgenome.org/). 
 
Zaznane gene smo v Preglednici 21 razvrstili glede na njihovo funkcijo. 
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Preglednica 22: Razdelitev zaznanih potencialnih vzročnih genov glede na njihovo funkcijo 
Geni Funkcija 
GPX2 
DUG2 
GRX3 
CCS1 
Oksidativni stres 
AHA1 
HSP150 
Proteini toplotnega šoka 
ISW1 
PAF1 
MRPL27 
SSH1 
SNF5 
GIS1 
GRX3 
BMH2 
ARX1 
FOB1 
MRPL1 
APC4 
IES5 
PMD1 
OM45 
SMD3 
STB4 
MSS1 
MRPL3 
ARP9 
YET2 
IOC4 
NUP116 
MCM1 
STE5 
MRX14 
Transkripcija in translacija 
DNF2 
TVP15 
ARP10 
TMN2 
TSC11 
YCK3 
HSP150 
CIS3 
SPO20 
EIS1 
HOF1 
SPO71 
Organizacija celične stene in membrane 
 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 21 
 
Preglednica 23: Razdelitev zaznanih potencialnih vzročnih genov glede na njihovo funkcijo 
Geni Funkcija 
BSD2 
PCA1 
RLI1 
GRX3 
MAC1 
RCH1 
SUL1 
Homeostaza ionov 
PHO89 
VTC5 
Regulacija fosfata 
PAF1 
MSH6 
YMR027W 
IMP2 
SUB1 
RIF1 
Popravljanje poškodb DNA 
SAF1 
APE3 
UBC13 
TRS85 
PTC2 
PEX9 
UBC7 
TAP42 
PEX12 
Vpliv na proteom 
APM3 
VBA2 
TMS1 
CPS1 
PEP3 
Vpliv na vakuolo 
HAL5 
MSN2 
Odziv na kislo okolje 
ARG80 
ARA2 
PUP3 
TRP2 
MET6 
YDR109C 
RIB5 
ERG20 
QCR8 
SPE4 
FMS1 
Metabolizem 
se nadaljuje 
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Preglednica 24: Razdelitev zaznanih potencialnih vzročnih genov glede na njihovo funkcijo 
Geni Funkcija 
MIH1 
PDS1 
SOK2 
CSI1 
Celični cikel 
CTP1 Transporter citrata 
YBR259W 
ILT1 
AIM11 
TMA64 
Neznana funkcija 
 
  
44 
Slokar D. Na rekombinaciji temelječa umetna evolucija kvasovke Saccharomyces. cerevisiae za acidotoleranco. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020 
 
 
 
5 RAZPRAVA 
 
V nalogi smo z iterativnim križanjem različnih sevov kvasovke S. cerevisiae in s selekcijo 
pri nizkih vrednostih pH omogočili na rekombinaciji temelječo umetno evolucijo. Z 
začetnim križanjem naravnega seva in laboratorijskega seva Y7092 smo v populacijo 
križancev vpeljali genetske markerje, ki so nam v selekcijskem gojišču omogočali izolacijo 
haploidnih celic paritvenega tipa a (Tong in sod., 2006). Ta pristop, znan tudi kot SGA, so 
uporabili Ehrenreich in sodelavci (2010) in se je izkazal za primernega tudi pri našem delu, 
saj je olajšal selekcijo haploidne celice z ustreznim paritvenim tipom za naslednje križanje. 
S križanjem različnih sevov v določenem zaporedju smo v populacijo pri vsakem križanju 
vpeljali nove alele in tako povečevali genetsko diverziteto. Z uporabo močne selekcije, s 
katero smo delovali na segregante, smo omogočili preživetje tistih segregant, ki so imele v 
svojem genomu ugodnejšo kombinacijo alelov za acidotoleranco.  
 
Močna selekcija omogoča preživetje manjšemu delu populacije, ki je na selekcijo bolj 
odporna od povprečnega dela populacije (Ferreira in Noble, 2019). Posamezeno najbolje 
prilagojeno segreganto ekstremne populacije smo uporabili za nadaljnje križanje in s takšnim 
pristopom premaknili acidotoleranco populacije proti bolj ekstremnemu. Ta princip se je 
izkazal za učinkovitega, saj smo po pričakovanjih z vsako generacijo uspeli zmanjševati 
generacijski čas zmagovalnih segregant tako v tekočem kot na trdnem gojišču z nizko 
vrednostjo pH. Zmagovalka zadnje generacije G5 je imela najnižji generacijski čas, ki je bil 
nižji tudi od vseh starševskih sevov (Slika 7). Odstopanje od naših pričakovanj smo opazili 
pri zmagovalki tretje generacije G3, pri kateri je bil generacijski čas mnogo daljši  od ostalih 
zmagovalk. Razlog za takšno odstopanje je bil v izbiri starševskega seva. Zmagovalko 
generacije G3 smo namreč pridobili s križanjem zmagovalke G2 in seva FY4. Slednji je na 
rast v kislem slabo prilagojen, saj izvira iz laboratorijskega seva Y7092, ki je prav tako slabo 
prilagojen na rast v nizkih vrednostih pH. Z izbiro seva FY4 smo v populacijo segregant 
vpeljali večje število za acidotoleranco neugodnih alelov. V postopku selekcije smo zaradi 
majhnega števila zraslih segregant imeli večjo možnost za izbire segregante, ki je v svojem 
genomu imela za acidotoleranco neugodne alele. Z naslednjim križanjem s sevom WA smo 
acidotoleranco zmagovalke G4 vidno izboljšali, saj je sev WA izvorno dobro prilagojen na 
rast v kislem in smo tako v populacijo segregant zopet vpeljali alele, ki so za acidotoleranco 
ugodnejši. Enak trend acidotolerantnosti smo opazili tudi pri rasti na trdnem gojišču z nizko 
vrednostjo pH. Metoda, ki smo jo razvili pri raziskovalni nalogi, se je tako izkazala za 
učinkovito pri premikanju fenotipa kvasovk proti bolj ekstremnemu in je tako primerna za 
izboljševanje fenotipskih lastnosti. 
 
Rasti kvasovk v večjih volumnih gojišča ne moremo primerjati z rastjo kvasovk v manjših 
volumnih, kar je razvidno iz generacijskih časov izvornih in končnih sevov (Slika 3 in Slika 
7). Za bolj reprezentativne generacijske čase izhodiščnih sevov bi bilo le-te primerno določiti 
glede na rastne krivulje v večjih volumnih v erlenmajericah. Tako bi dobili drugačeno 
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razporeditev sevov po acidotolerantnosti, ki bi bila primernejša. Prav tako bi bil drugačen 
vrstni red križanja, kjer bi namesto od bolj acidotolerantnega seva proti manj 
acidotolerantnemu sevu križali seve v nasprotnem vrstnem redu, predvidoma ustreznejši. V 
primeru začetnega križanja z bolj acidotololerantnimi sevi se delež njihovih alelov v 
naslednjih križanjih zmanjšuje in je tako v končnem zmagovalnem sevu delež izvorno 
najodpornejšega seva relativno majhen. V primeru obrnjenega vrstnega reda križanja bi bil 
delež v končnem zmagovalnem sevu višji in bi tako ob izolaciji lahko pridobili druge, za 
acidotoleranco bolj ugodne alele. 
 
Pri bioinformatski analizi QTL smo primerjali frekvence SNV v povprečnem in 
selekcioniranem zbiru (Slika 8). Odčitke, pridobljene z WGS, smo prilegali na referenčni 
genom seva S288C, ki je izogen sevu Y7092, ta pa je bil tudi eden izmed starševskih sevov 
zbira. Za drugi starševski sev smo uporabili zmagovalca zadnje generacije – sev G5. V 
povprečni populaciji smo po skoraj celotnem genomu dobili polovični delež SNV, ki niso 
pripadali referenčnemu sevu. Takšna vrednost je za povprečni zbir pričakovana in 
predvidena, saj pri sporulaciji poteče mejotična rekombinacija, pri kateri se deli 
kromosomov starševskih sevov naključno prerazporedijo. Tako je pričakovano, da je v 
povprečju polovica alelov v zbiru od enega starša, druga polovica pa od drugega starša. 
Drugačne deleže nereferenčnih SNV dobimo v selekcioniranem zbiru, kjer smo za razliko 
od povprečnega zbira segregante gojili v selekcijskem gojišču z nizko vrednostjo pH. S 
selekcijo smo omogočili preživetje segregant, ki so bile fenotipsko in genotipsko bolje 
prilagojene na rast v kislem. 
 
Za potencialne QTL regije smo določili odseke na kromosomu pri katerih je bila razlika 
deležev SNV med povprečnim in selekcioniranem zbirom vsaj 25-odstotnih točk. Dobili 
smo 45 potencialnih QTL (Preglednica 20), v katerih so domnevno aleli, ki vplivajo na 
acidotoleranco pri kvasovki S. cerevisiae in so za acidotoleranco superiorni. Zaznani QTL 
so razmeroma veliki, v povprečju 150.293 bp, v nekaterih primerih pa predstavljajo dobršen 
del kromosoma. Tako obsežni QTL kažejo na majhno heterogenost selekcioniranega zbira, 
ki je lahko posledica premajhnega števila segregant ali premočne selekcije pri pripravi zbira. 
Prvi primer bi lahko odpravili s pripravo zbira v večjem volumnu, pri katerem bi v 
selekcijsko gojišče nacepili večje število segregant in s tem povečali začetno diverziteto 
kvasovk. Z večjim številom segregant bi v vzorcu povišali tudi frekvenco rekombinacij, kar 
bi posledično pomenilo več kromosomskih prerazporeditev in bi tako bili QTL manjši in 
tako bolj natančno lokalizirani (Mackay in sod., 2009). V primeru premočne selekcije gre za 
pojav ozkega grla, ki je v literaturi podrobno opisan. Gre za hitro in drastično redukcijo 
velikosti populacije, kar vpliva na genetsko diverziteto. Zaradi abiotskih dejavnikov, ki za 
populacijo predstavljajo stres in selekcijo, lahko le majhno število osebkov prenese svoje 
gene v naslednjo generacijo. Takšno zmanjšanje velikosti populacije vodi v redukcijo 
genetske variabilnosti (Wein in Dagan, 2019). Tako smo v našem selekcioniranem zbiru 
morebiti dobili visoko koncentracijo celic, ki so si med seboj precej podobne, saj izvirajo iz 
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majhnega števila starševskih celic, ki so zaradi svojega genotipa in posledičnega fenotipa 
preživele močan selekcijski postopek. Podobno velike QTL so opisali tudi pri 
selekcioniranem zbiru pri Drosophila melanogaster. Razlog so Long in sodelavci (2015) 
našli tudi v velikosti zbirka in močni povezanosti genov med seboj, kar otežuje njihovo 
detekcijo. Prav tako so opisali pojav selekcijskih zamikov (angl. selective sweeps), pri 
katerem gre za fiksiranje nekega genetskega polimorfizma zaradi selekcije. Regije blizu tega 
polimorfizma bodo fiksaciji sledile, njihova velikost pa naj bi bila odvisna od začetne alelne 
frekvence, jakosti selekcije in frekvence lokalne rekombinacije.  
 
V tako obsežnih QTL, kot smo jih detektirali v naši analizi, je podrobnejša analiza 
potencialnih vzročnih alelov nemogoča. Zato smo dobljene QTL dodatno filtrirali tako, da 
smo za najbolj verjetne vzročne lokuse določili regije, pri katerih je bil v selekcioniranem 
zbiru delež SNV enega od starševskih sevov vsaj 98-odstoten. S tem smo sicer povečali 
verjetnost lažne negativnosti pri določanju potencialnih vzročnih genov, vendar smo tako 
zmanjšali obsege QTL na obvladljiv njivo. Določili smo 91 potencialnih vzročnih genov 
(Preglednica 21, Priloga E). Večina od navedenih genov sodeluje pri procesih, ki so bili v 
literaturi že opisani v povezavi z odpornostjo kvasovke S. cerevisiae  na nizke vrednosti pH. 
Ti procesi so bili odziv na oksidativni stres (Melo in sod., 2009), izražanje proteinov 
toplotnega šoka (Gasch in Werner-Washburne, 2002), organizacijo celične stene in 
citoskleta (Melo in sod., 2009; Kapteyn in sod., 2001), spreminjanje redoks stanja v celici z 
vplivom na produkcijo glutationa (Ueom in sod., 2003) in produkcijo proteinov, ki vežejo 
kovinske ione (Melo in sod., 2009). Poleg naštetega smo določili še nekaj genov, ki s svojimi 
produkti vplivajo na transkripcijo in sintezo proteinov preko proteinskih kinaz in 
transkripcijskih faktorjev, kar sovpada z dognanji Mela in sodelavcev (2009). Zanimivo je, 
smo pri naši analizi detektirali tudi gen HSP150, ki kodira protein toplotnega šoka z vplivom 
na organizacijo celične stene in je bil v literaturi že omenjen v povezavi s povišanjem 
njegove ekspresije v kislih pogojih (Melo in sod., 2009; Kapteyn in sod., 2001). Pri naši 
analizi smo zaznali tudi nekaj potencialnih genov, ki regulirajo koncentracijo fosfata v celici, 
kar sovpada z biološko funkcijo najpomembnejšega pH pufra (Melo in sod., 2009). Nekaj 
potencialnih vzročnih genov je vpletenih tudi v metabolizem aminokislin. Zaznan gen 
ARG80 vpliva na sintezo arginina, arginin pa naj bi po poročanju Orija in sodelavcev (2011) 
s svojo bazično naravo vplival tudi na homeostazo citosolnega pH.  
 
Za potrditev predlaganih vzročnih genov bi bilo potrebno v genomu seva Y7092 zamenjati 
njegove alele z aleli, ki smo jih predlagali v tem delu. S primerjavo rasti divjega tipa seva 
Y7092 in transformiranega seva Y7092 v kislem bi lahko potrdili, da je določen potencialni 
vzročni gen dejansko odgovoren za acidotoleranco. Prav tako bi na ta način lahko določili 
njegov doprinos k fenotipu. Zavedati se moramo tudi, da so poligenske lastnosti resnično 
kompleksne in da je prispevek najdenih potencialnih vzročnih genov na fenotip 
acidotolerance močno odvisen od genetskega ozadja. Prav tako moramo upoštevati, da 
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zaznani potencialni vzročni geni niso vsi, ki vplivajo na acidotoleranco, saj jih še veliko 
ostalo neidentificiranih v obsežnih QTL regijah. 
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6 SKLEPI 
 
• Uspešno smo izboljšali fenotip acidotolerance pri kvasovki S. cerevisiae. 
• Zmagovalne segregante so v gojišču z nizkimi vrednostmi pH rastle boljše kot 
izhodiščni starševski sevi. 
• Iterativno križanje in na rekombinaciji temelječa umetna evolucija je primerna 
metoda za izboljševanje kompleksnih lastnosti kvasovke S. cerevisiae. 
• Analiza QTL je pokazala 45 potencialnih QTL regiji, znotraj njih smo detektirali 91 
potencialnih vzročnih genov za acidotoleranco. 
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7 POVZETEK 
 
Kvasovko Saccharomyces cerevisiae človek že tisočletja uporablja v vsakdanjem življenju 
zaradi njene fermentativne zmožnosti. V zadnjih desetletjih se je njena uporaba razširila tudi 
v industrijsko okolje, kjer jo s pridom izkoriščamo v proizvodnji najrazličnejši molekul, od 
biogoriva do zdravil (Hou in sod., 2012). Pogoj za uporabo kvasovk v industriji je odpornost 
celic na stresne pogoje, ki jih predstavljajo bioreaktorji. Med omenjene stresne pogoje 
štejemo slabšo dostopnost hranil, visoke koncentracije etanola, nihanje temperature in 
kislost gojišča (Steensels in sod., 2014; Bornman in sod., 2011; Ostergaard in sod., 2000). 
 
Vrsta S. cerevisiae predstavlja raznoliko skupino organizmov, ki med seboj kažejo veliko 
genetsko raznolikost. Različni sevi kvasovk S. cerevisiae so si med seboj tako genotipsko 
kot tudi fenotipsko zelo raznoliki, kar omogoča široko uporabo le-teh (Steensels in sod., 
2014). Izvorov raznolikosti med sevi je več, najpogostejši so spontane točkovne mutacije, 
insercije, delecije in spremembe v ploidnosti celic. Najpomembnejši proces, ki povečuje 
genetsko diverziteto, pa je mejotična rekombinacija, do katere pride pri spolnem 
razmnoževanju. Pri tem se homologni kromosomi med seboj rekombinirajo, kar povzroči 
drugačno kombinacijo alelov v potomcih (Steensels in sod., 2014; Dunn in Sherlock, 2008).  
 
Industrijsko zanimive lastnosti so navadno poligenske, kar pomeni, da nanje vpliva večje 
število genov. Takšna lastnost je tudi acidotoleranca (Melo in sod., 2009). Za kvasovke 
kislost predstavlja okoljski stres, saj visoka koncentracija protonov vpliva na celični 
metabolizem, zmanjša njihovo viabilnost in fermentativne zmožnosti. Regulacija 
znotrajcelične vrednosti pH je za normalno delovanje ključnega pomena, saj kislost vpliva 
na strukturo in funkcijo proteinov, strukturo membrane in na splošno vpliva na mnogo 
biokemijskih procesov (Orij in sod., 2011; Melo in sod., 2009). Kvasovke homeostazo 
protonov dosežejo s pufri, črpalkami in transporterji (Orij in sod., 2011). V odziv na kislo 
okolje se v celicah kvasovk spremeni membranska prevodnost za protone, poviša se 
izražanje proteinov toplotnega šoka in proteinov udeleženih v homeostazo kovinskih ionov. 
Prav tako se aktivirajo mehanizmi vpleteni v oksidativni stres in popravljanje poškodb DNA 
(Melo in sod., 2009; Carmelo in sod., 1996). Aktivirajo se tudi proteinske kinaze C, ki s 
svojo aktivnostjo regulirajo različne celične procese in metabolne poti (Brandao in sod., 
2014). 
 
Genetsko diverziteto kvasovk S. cerevisiae lahko s pravimi pristopi nadalje izkoristimo za 
pridobivanje novih sevov, ki močno izražajo želene lastnosti (Cobb in sod., 2013; Steensels 
in sod., 2014), kar je bil tudi cilj naše raziskovalne naloge. Pri raziskovalni nalogi smo z 
iterativnim križanjem in na selekciji bazirano fenotipizacijo skušali izboljšati fenotip 
acidotolerance pri kvasovki S. cerevisiae. S sistemom iterativnega križanja različnih sevov 
kvasovke S. cerevisie smo izkoristili naravno genetsko diverziteto. Diploidne križance smo 
sporulirali, pri tem poteče mejotična rekombinacija (Neiman, 2011). Večje število segregant 
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smo izpostavili selekciji v kislem okolju ter tak omogočili preživetje subpopulacije 
segregant, ki je bila na kislost najbolj odporna. Najodpornejšo segreganto generacije smo 
uporabili za naslednje križanje z novim starševskim sevom (Long in sod., 2015). Proces 
križanja in fenotipizacije smo ponovili petkrat. Zmagovalka zadnje generacije je bila na rast 
v nizkih vrednostih pH bolj prilagojena kot vsi starševski sevi in vse ostale zmagovalke 
prejšnjih generacij. Tako smo z izkoriščanjem naravne diverzitete in primernega načina 
selekcije izboljšali fenotip acidotolerance. 
 
Pridobljeno zmagovalko zadnje generacije smo dodatno genetsko okarakterizirali. Zanimali 
so nas vzročni kvantitativni lokusi, ki vplivajo na acidotoleranco pri kvasovki S. cerevisiae. 
Pri tem smo uporabili pristop analize X-QTL, ki ga je opisal Ehrenreich in sodelavci (2010). 
Gre za pristop, pri katerem generiramo veliko število segregant, ki jih izpostavimo selekciji. 
Iz velike populacije na ta način izoliramo subpopulacijo osebkov, ki so na selekcijo, zaradi 
kombinacije alelov, ki jih imajo, najbolje prilagojene. Iz selekcioniranega zbira izoliramo 
celokupno DNA in z bioinformatsko analizo primerjamo deleže alelov starševski sevov v 
selekcioniranem in povprečnem  zbiru, v katerem so rastle segregante brez selekcijskega 
pritiska (Ehrenreich in sod., 2010). Z analizo X-QTL smo pri naši raziskovalni nalogi zaznali 
45 potencialnih QTL, znotraj njih pa predlagali 91 vzročnih genov za acidotoleranco. 
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Mapa plazmida p414-TEF1p-Cas9-CYC1t, ki dodira endonukleazo Cas9 
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Graf pokritosti genoma selekcioniranega zbira 
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Priloga E 
 
Seznam regij z največjim deležem  SNV v selekcioniranem zbiru,  
geni na tej regiji ter njihov opis in funkcija 
 
Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
II QTL5 
707304 
Neposredna 
bližina gena GPX2 
Kodira 
fosfolipidno 
hiperperoksidazo 
glutation 
peroksidazo, 
vpleten v odziv na 
oksidativni stres 
711439 ISW1 
Kodira ATPazno 
podenoto 
kompleksa ISWI, 
vpleten v 
kromatinsko 
remodeliranje 
728076 RIB5 
Riboflavin sintaza, 
vpleten v sintezi 
riboflavina 
731907 YBR259W 
ORF - neznana 
funkcija 
752810 RIF1 
Kodira protein, ki 
se veže na Rap1p 
C-terminus, 
omogoča vezavo 
telomerne DNA in 
jo s tem zaščiti, 
vpleten v 
procesiranje 
dvojnih lomov 
vijačnice DNA 
762515 - 799769 
PAF1 
Kodira del 
kompleksa Paf1p, 
vpleten pri 
transkripcijskem 
podaljševanju 
SAF1 
Kodira protein F-
škatle, pripomore 
k ubikvitin 
proteinski 
transferazni 
aktivnosti 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
II QTL5 762515 - 799769 
DUG2 
Kodira del glutamin 
amidotransferaze, 
pripomore k 
glutationski 
hidrolazni aktivnosti, 
vpliv na oksidativni 
stres 
MRPL27 
Kodira 
mitohondrijski 
ribosomalni protein, 
vpleten v 
mitohondrijski 
translaciji 
SSH1 
Kodira podenoto 
Ssh1 
translokonskega 
kompleksa, omogoča 
vezavo signalnih 
sekvenc 
APE3 
Kodira vakuolno 
amino peptidazo, 
omogoča katabolne 
procese proteinov v 
vakuoli 
APM3 
Kodira podenoto 
AP-3 adaptorskega 
kompleksa, vpleten 
v vakuolnem 
transportu alkilne 
fosfataze 
SNF5 
Kodira podenoto 
SWI/SNF 
kromatinskega 
remodelirnega 
kompleksa, 
pripomore k DNA 
translokazni 
aktivnosti 
BSD2 
Kodira protein 
udeležen v 
homeostazi težkih 
ionov, vpleten v 
transportu kovinskih 
ionov 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
II QTL5 762515 - 799769 
CTP1 
Kodira citratni 
transporter na 
notranji 
mitohondrijski 
membrani 
VBA2 
Kodira permeaza 
bazičnih aminokislin 
na vakuoli in 
endoplazemskem 
retikulumu 
SUL1 
Kodira visoko 
afinitetna sulfat 
permeaza, vpliva na 
koncentracijo 
endogenega sulfata 
PCA1 
Kodira transporter P-
tipa za kadmij, 
vpleten v transportu 
ionov kadmija 
PHO89 
Kodira simporter 
natrijevih ionov in 
anorganskega fosfata 
IV QTL10 621542 - 688805 
VTC5 
Kodira vakuolni 
transportni protein 
vpleten v homeostazi 
fosfata 
ILT1 Neznana funkcija 
RLI1 
Kodira protein, ki 
omogoča vezavo 
železovih ionov, 
esencialen pri 
biogenezi ribosomov 
UBC13 
Kodira ubikvitin 
konjugirajoči encim 
E2, vpleten v 
popravljanju 
postreplikacijskih 
napak DNA 
DNF2 
Kodira amino-
fosfolipidno 
trasnlokazo 
(flipazo), vpliva na 
fosfolipidno 
translokacijo 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
IV QTL10 621542 - 688805 
GIS1 
Kodira histonsko 
demetilazo – 
transkripcijski 
faktor, ki regulira 
izražanje genov med 
pomanjkanjem 
hranil 
MSH6 
Kodira protein, ki 
sodeluje pri 
popravljanju 
neujemanja v mitozi 
in mejozi 
GRX3 
Kodira od glutationa 
odvisno oksido-
reduktazo, vpleten v 
organizacijo 
citoskeleta, histonski 
deacetilaciji, 
oksidativnemu stresu 
in homeostazi 
železovih ionov 
BMH2 
Kodira protein, ki 
kontrolira proteom 
na 
posttranskripcijskem 
nivoju,  vpliva 
mnogo procesov; 
eksocitozo, 
vezikularni 
transport, 
Ras/MAPK signalno 
pot itd. 
TVP15 
Kodira integralni 
membranski protein, 
vpleten v 
vezikularnem 
transportu 
ARX1 
Kodira nuklearni 
eksportni faktor za 
ribosomalne pre-60S 
podenote 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
IV QTL10 621542 - 688805 
STE5 
Kodira feremonsko 
zaznavni protein, 
pleten v feromonski 
odziv preko 
aktivacije G-
proteinov 
SPO71 
Mejozno specifični 
protein, vpliva na 
tvorbo prosporne 
membrane 
TMS1 
Kodira vakuolni 
membranski protein 
neznane funkcije 
ARP10 
Kodira komponento 
dinaktinskega 
kompleksa, omogoča 
strukturno 
konstitucijo 
citoskeleta 
TMN2 
Kodira protein, ki 
vpliva na celično 
adhezijo 
TRS85 
Kodira del 
transportnega 
proteinskega delca 
III (TRAPP III) – 
gvaninski 
nukleotidni faktor za 
GTPazo 
YDR109C 
Kodira D-
ribulokinazo, vpleten 
v metabolizmu 
pentoz 
FOB1 
Kodira protein, ki 
mogoča vezavo 
replikacijskih vilic 
PDS1 
Kodira sekurin, 
protein, ki inhibitira 
anafazo, vpliva na 
celični cikel 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
IV 
QTL10 621542 - 688805 
MRX14 
Kodira 
mitohondrijski 
ribosomalni protein, 
vpleten v 
mitohondrijski 
translaciji 
MRPL1 
Kodira 
mitohondrijski 
ribosomalni protein, 
vpleten v 
mitohondrijski 
translaciji 
TMA64 
Kodira neznan 
protein 
APC4 
Kodira podenoto 
anafaznega 
promotorskega 
kompleksa 
QTL11 893441 - 893442 AHA1 
Kodira ko-šaperon, 
ekspresija regulirana 
s stresom 
V QTL13 336936 - 349106 
PTC2 
Kodira protein 
fosfatazo 2C, vpliv 
na več procesov 
TRP2 
Kodira antranilat 
sintazo, katalizira 
prvi korak v 
biosintezi triptofana 
MET6 
Kodira metionin 
sintazo, vpleten v 
sintezi metionina 
IES5 
Kodira kromatinsko 
remodelirano 
podenoto, vpliva na 
kromatinsko 
remodeliranje 
TSC11 
Kodira podenoto 
kompleksa TORC2, 
mogoča vezavo 
proteina, vpliva na 
organizacijo 
citoskeleta 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
V QTL13 
336936 - 349106 
AIM11 Neznana funkcija 
PUP3 
Kodira beta-3 
podenoto 
proteosoma 20S, 
vpleten v 
katabolizmu 
405076 
YCK3 
Kodira membransko 
kasein kinazo I, 
vpliva na 
membranski 
vezikularni transport 
427684 
PMD1 
Kodira negativni 
regulator ekspresije 
genov zgodnje 
mejoze, vključen pri 
formaciji askospor 
IX QTL22 92948 – 93723 OM45 
Kodira 
mitohondrijski 
zunanji membranski 
protein neznane 
funkcije 
X QTL24 
98834 CPS1 
Kodira vakuolno 
karboksi-peptidazo, 
izražanje ob 
pomanjkanju dušika 
102363 – 106919 
ERG20 
Kodira 
farnesil/pirofosfatno-
sintazo, vpleten v 
biosintezi 
ergosterola, farnezila 
in izoprenoidov 
QCR8 
Kodira podenoto 
ubikinol citokrom-c 
reduktaze 8, 
udeležen v aerobni 
respiraciji 
HAL5 
Kodira od hranil 
odvisno proteinsko 
kinazo, vpliva na 
natrijevo in litijevo 
toleranco, vpliva na 
občutljivost na nizek 
pH 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
X QTL24 112473 – 123394 
HSP150 
Kodira O-manozni 
protein topletnega 
šoka, vpliva na 
trdnost celične stene, 
udeležen v odzivu na 
vročinski in 
oksidativni stres 
CIS3 
Kodira glikoprotein 
z manozo, prisoten v 
celični steni, vpliva 
na organizacijo 
celične stene 
XII QTL30 432798 – 436791 
SPE4 
Kodira spermin 
sintazo, udeležen 
tudi v biosintezi 
pentotenatne kisline 
SMD3 
Kodira del 
spliceosoma, vpliva 
na procesiranje 
mRNA 
PEP3 
Kodira vakuolni 
periferni 
membranski protein, 
vpliva na fuzijo 
veziklov 
XIII QTL34 
303419 SOK2 
Kodira jedrni 
protein, ki regulira 
od cAMP odvisno 
protein kinazo 
307190 – 307541 SPO20 
Kodira mejozno 
specifično podentoto 
t-SNARE 
kompleksa, vključen 
v formaciji 
prosporne membrane 
med sporulacijo 
309285 – 328866 PEX9 
Kodira peroksimalni 
membranski 
receptor, vpleten v 
transportu proteinov 
v peroksimalni 
matriks 
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geni na tej regiji ter njihov opis in funkcija 
 
Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
XIII QTL34 309285 – 328866 
STB4 
Kodira domneven 
transkripcijski 
faktor, ni potrjen 
FMS1 
 
Kodira poliaminsko 
oksidazo, ki pretvori 
spermin v spermidin 
MAC1 
 
Kodira 
transkripcijski 
faktor, ki zaznava 
koncentracijo bakra, 
vpleten v  
homeostazi bakrovih 
ionov 
UBC7 
Kodira z 
ubikvitinom kodiran 
encim, udeležen pri 
proteinski 
degradaciji v ER 
MSS1 
 
Kodira 
mitohondrijski 
protein, udeležen pri 
modifikaciji 
mitohondrijske 
tRNA 
MRPL3 
 
Kodira 
mitohondrijski 
ribosomalni protein, 
vpleten v 
mitohondrijski 
translaciji 
CSI1 
 
Kodira podenoto 
signalosoma Cop9, 
vpleten v adaptacijo 
signalne poti v 
odgovoru na 
feromone 
PEX12 
 
Kodira peroksin in 
E3 ubikvitinsko 
ligazo, udeležen v 
sintezi peroksisoma 
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Kromosom QTL 
Zaznana regija 
na genomu 
Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
XIII QTL34 
309285 – 328866 
YMR027W 
Kodira od kovin 
odvisno fosfatazo, 
njegov ortolog je pri 
človeku vpleten v 
odziv na poškodbe 
DNA 
TAP42 
Kodira protein, ki je 
udeležen v TOR 
signalni poti 
332507 – 342941 
EIS1 
 
Kodira komponento 
eisosoma, vpleten v 
membranskem 
transportu 
HOF1 
 
Kodira F-BAR 
protein, ki regulira 
organizacijo 
aktinskega 
citoskeleta 
ARP9 
 
Kodira komponento 
SWI/SNF in RSC 
kromatinskega 
remodelirajočega 
kompleksa, vpliva 
na regulacijo 
transkripcije 
RCH1 
Kodira negativni 
regulator citosolnega 
kalcija 
IMP2 
Kodira 
transkripcijski 
faktor, ki je vpleten 
v homeostazo ionov 
in zaščito pred 
oksidativnimi 
poškodbami DNA 
MIH1 
Kodira tirozinsko 
fosfatazo, vpleten v 
kontrolo celičnega 
cikla 
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Zaznana regija 
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Geni prisotni na 
tej regiji 
Opis (funkcija) 
XIII QTL34 346284 -366629 
MSN2 
Kodira 
transkripcijski faktor 
udeležen v stresu, 
udeležen v mnogo 
odgovorih na stres, 
tudi v odgovoru na 
nizek pH 
CCS1 
Kodira bakrov 
šaperon za 
superoksidno 
dismutazo Sod1p, 
vpleten v odgovor na 
oksidativni stres 
SUB1 
Kodira 
transkripcijski 
regulator, vpleten v 
peroksidno 
rezistenco, odgovor 
na stres in popravilo 
dvojnega loma 
vijačnice 
YET2 
Kodira predviden 
integralni 
membranski protein 
neznane funkcije 
ARA2 
Kodira NAD-
odvisno arabinozno 
dehidrogenazo, 
vpleten v biosintezi 
dehidro-D-arabino-
1,4-laktona 
ARG80 
Kodira 
transkripcijski 
faktor, vpleten v 
regulacijo biosinteze 
arginina 
MCM1 
 
Kodira 
transkripcijski 
faktor, udeležen v 
feromonskemu 
odgovoru 
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XIII QTL34 346284 -366629 
IOC4 
Kodira del 
kompleksa ISW1b, 
ki je v interakciji z 
nukleosomom, 
vpliva na 
kromatinsko 
remodeliranje 
NUP116 
Kodira FG-
nukleoporin, 
udeležen pri 
eksportu mRNA iz 
jedra 
 
